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Resumen

El giro dentado del hipocampo es una de las dos regiones del cerebro de mamiferos adultos en
las cuales se producen neuronas durante toda la vida. Estas neuronas granulares
dentadas (dentate granule cells: DGC) nacidas en el adulto maduran a lo largo de un
periodo de aproximadamente 6 semanas, durante el cual exhiben una secuencia precisa de
ensamblado de sus conexiones sinapticas aferentes y de la expresibn de marcadores
neuronales. La maduracion neuronal en el adulto recapitula la secuencia descripta en el
desarrollo, aunque la velocidad de maduracion neuronal es menor. Estos cambios en la
velocidad de maduracion podrian estar orquestados tanto por un programa intrinseco como
por sefiales ambientales. En esta tesis hemos estudiado la hipétesis de que la actividad
eléctrica del propio nicho neurogénico podria actuar como modulador de la maduracién de las
DGCs. Para realizar estos estudios hemos utilizado un retrovirus murino con el fin de expresar
tanto proteinas fluorescentes como otros genes en las DGCs nuevas. Inicialmente
encontramos que la maduracion neuronal en la regiébn septal del hipocampo, que es
eléctricamente muy activa, ocurre a una tasa muy alta. En contraposicion con lo que sucede en
la region temporal, que es menos activa eléctricamente y muestra una maduracion neuronal
lenta.

Luego determinamos que el ejercicio fisico produce un aumento en la actividad eléctrica
del hipocampo temporal y un consecuente incremento en la velocidad de maduracién de las
neuronas nuevas en esa area. El rol de la actividad eléctrica intrinseca en el control de la
maduracion fue investigado recurriendo a la sobreexpresion del canal de potasio de
rectificacion entrante Kir2.1 en las neuronas nuevas, para reducir su excitabilidad
intrinseca. Estas neuronas mostraron una maduracién muy lenta comparada con las
neuronas control. Finalmente encontramos que la actividad neuronal intrinseca determina
una mayor sobrevida de las DGCs nuevas. Hacia el final de la tesis describimos la construccién
de una nueva herramienta que nos permitird determinar con precision el momento del
desarrollo neuronal en el cual las nuevas DGCs son mas sensibles a la presencia o ausencia
de actividad eléctrica. Nuestros resultados revelan una nueva forma de plasticidad
dependiente de actividad la cual actia en la maduracién neuronal, integracién funcional y
sobrevida de las neuronas nacidas en el hipocampo adulto.

Palabras clave: neurogénesis adulta, actividad eléctrica, sinaptogénesis, canales iénicos

Abstract

The dentate gyrus of the hippocampus is one of the two regions of adult mammalian brain that
produces new neurons throughout life. These adult-born dentate granule cells (DGC) develop
for about 6 weeks following a precise sequence of afferent synaptogenesis and dynamic
expression of neuronal markers. Neuronal maturation in the adult hippocampus recapitulates
the sequence of neuronal maturation that occurs during perinatal development but in a much
slower rate. This observation suggests that functional integration of newborn granule cells into
hippocampal circuits is orchestrated by the combination of environmental signals and intrinsic
programs. In this thesis we have tested the hypothesis that electrical activity in the
neurogenic niche could act as a developmental modulator of DGCs. We used murine
leukemia-derived retroviruses to express fluorescent proteins and different transgenes in new
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DGCs to address the question. Initially we found that neuronal maturation in septal region of
hippocampus, which is electrically very active, occurred at a high rate. This observation was in
contrast to what we found in the temporal region, it was electrically less active and DGC’s
showed a slower rate of maturation. We also found that physical exercise increases neuronal
activity in the temporal hippocampus and accelerates maturation rate in this area. To study
the role of intrinsic electrical activity in the control of neuronal maturation, we overexpressed an
inward rectifying potassium channel Kir2.1 in newborn DGCs to diminish their intrinsic
excitability. DGCs expressing Kir showed a slower rate of maturation compared to control
neurons. We found that intrinsic neuronal activity determinates the survival rate in new neurons.
Finally, we began to describe a novel tool that will allow us to manipulate intrinsic neuronal
activity in an inducible fashion to address the maturation stages at which newborn DGCs are
most sensitive to activity-induced maturation. Our findings reveal a novel type of
activity-dependent plasticity acting on neuronal maturation, functional integration and survival of
adult-born hippocampal neurons.

Keywords: adult neurogenesis, electrical activity, sinaptogénesis, ionic channels
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Introduccion

La neurogénesis adulta en mamiferos es un proceso en el cual se generan neuronas
funcionales a partir de precursores neurales, ésta ocurre durante toda la vida del individuo y
solamente en dos regiones del cerebro: la zona subventricular de los ventriculos laterales y la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo. En la presente tesis se ha estudiado el desarrollo de las
neuronas granulares nuevas generadas en el hipocampo adulto, en particular el impacto que genera
la actividad eléctrica del circuito hipocampal en la maduraciéon de dichas neuronas. También se
estudio la excitabilidad intrinseca y su efecto en el desarrollo. Primero haremos una descripcion de
la estructura y funcién del hipocampo para poner en contexto el fenémeno de neurogénesis adulta.
Luego, dado que es un campo con intensiva investigacién, introduciremos los conocimientos
generados hasta el inicio de la presente tesis. En la discusidon incorporaremos trabajos de otros

grupos de investigacidn realizados durante el transcurso de este trabajo.

Estructura del hipocampo

El hipocampo es una estructura bilateral que se encuentra debajo de la neocorteza y en la
region medio-basal de los Iébulos temporales. Se extiende desde el septum hacia la amigdala a lo
largo del I6bulo temporal, lo cual define el eje septo-temporal.

Debido a su estructura curva, el hipocampo ha llamado la atencién de los antiguos anatomistas de la
escuela de Alejandria, los cuales lo nombraron Cornu
Ammonis (CA), en latin cuerno de carnero. Esta terminologia
continla vigente hasta hoy para las subregiones CA1, CA2 y

CA3. En 1564 el anatomista Italiano Giulio Cesare Aranzi lo

nombro “hippocampus” (del griego hippo: caballo y campus:

Figura 1: Hipocampo humano disecado
(izq.) comparado con un espécimen de  monstruo) debido a su parecido con el pez tropical, Figura 1.
Hippocampus leria (der.). Extraido de “The
hippocampus Book, pagina 30, Oxford

oress, 2007 La formacidn hipocampal esta compuesta por cuatro regiones

corticales: el giro dentado, el hipocampo propiamente dicho (que abarca las regiones CA1, CA2 y
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CA3), el complejo subicular (el cual se puede dividir en subiculum, presubiculum y parasubiculum) y
la corteza entorrinal, la cual a su vez se subdivide en medial y lateral. La forma tridimensional de la
formacion hipocampal es compleja, es una estructura alargada y curvilinea que se extiende desde el
septum (rostro-dorsal) hacia el I6bulo temporal incipiente (caudo-ventral) del cerebro. El eje
alargado es llamado el eje “septo-temporal”, mientras que el eje ortogonal es conocido como “eje

transversal” como se muestra en la figura 2 (Amaral & Witter, 1989). El giro dentado es una

Corte transversal

“, Subiculum
e

A Corteza

Via Perforante i Eritarrinal

neurona
s I
piramidal

cerebelo
corteza cerebral

hipecampo sej : médula espinal
P tronco espinal
hipecampao temporal
subiculum

amigdala

fimbria
hipotalamo

bulbo offatorio’

septum

Figura 2: Esquema de cerebro de rata mostrando la ubicacion del hipocampo. Arriba se muestra un corte transversal
del hipocampo mostrando las diferentes regiones del circuito. En verde se muestra la capa granular del giro dentado,
en amarillo CA3 y en celeste CAl. Los axones que conectan cada regidon se muestran en linea punteada con los
nombres de las proyecciones en azul. Modificado de Amaral y Witter, 1989.

estructura cortical trilaminar con forma de V o U. Su forma no se modifica a lo largo del eje septo-
temporal, aunque si cambia la composicion de su aferencia a lo largo de este eje, concepto que sera
expandido capitulos posteriores de esta tesis. Las células granulares dentadas (DGC) son el principal
tipo celular en el giro dentado, sus cuerpos celulares (somas) altamente empaquetados se localizan
en el stratum granulosum o capa granular. La parte de la capa granular que se encuentra entre CA3

y CA1 se la llama porcidén suprapiramidal y la porcién opuesta se la llama infrapiramidal. La regidn



que une ambos brazos de la U es llamada cresta. Las dendritas se extienden desde la regién apical
del soma hacia la capa molecular (es la primer capa y estd libre de células) y el axdn nace de la
region basal. El arbol dendritico posee forma de cono y se bifurca a medida que atraviesa la capa
molecular. Las dendritas son espinosas y se extienden hasta el final de la capa molecular (fisura). La
mayor aferencia del giro dentado proviene de la corteza entorrinal, cuyas neuronas excitatorias
glutamatérgicas proyectan axones por la via perforante (Ramén y Cajal, 1911). La corteza entorrinal
estd compuesta por 6 capas pero sélo son dos de ellas las que proyectan hacia el giro dentado: la
capa lll formada por neuronas piramidales cuyos axones contactan con CA1, y la capa |l formada por
las neuronas estelares espinosas que proyectan hacia el giro dentado y CA3. La capa Il de la corteza
entorrinal a su vez se divide en medial (MEC, involucrada en el procesamiento de informacion
espacial) y lateral (LEC, involucrada en el control emocional del comportamiento) (Ferbinteanu et
al., 1999; Hafting et al., 2005; Witter et al., 1989). La mayor eferencia del giro dentado son los
axones de las GC, que fueron descriptos por Ramdn y Cajal en 1893 como “mossy fibers” (fibras
musgosas) y son el componente principal del hilus (es la tercera capa). El axdn de las DGC pose
bifurcaciones colaterales en la region del hilus (region delimitada por la capa granular) y forma
sinapsis con las neuronas piramidales de CA3 y con interneuronas GABAérgicas del hilus y de CA3.
Las células piramidales de CA3 proyectan sus axones o fibras colaterales de Schaffer hacia CAl a su
vez estos axones también contactan dendritas de células mossy, interneuronas excitatorias del hilus.
Por ultimo, las neuronas de CAl integran la informacién proveniente de CA3 y de la corteza
entorrinal (capa Ill) y proyectan sus axones a través del subiculum nuevamente hacia la corteza
entorrinal (Figura 3). La capa molecular a su vez se divide en tres subcapas (interna, media y
externa) a cada una de ellas la inervan axones de diferente procedencia, lo cual proporciona una alta
especificidad de aferencia a cada region del arbol dendritico de las neuronas granulares.

El tercio mas interno de la capa molecular presenta aferencias provenientes de
interneuronas del hilus, tanto de origen ipsilateral como contralateral de células mossy (Frotscher

1991), lo cual genera un “loop” excitatorio.



La LEC inerva el tercio mas externo de la capa molecular, mientras que la MEC inerva el tercio
medio. Estas interconexiones hacen del hipocampo un circuito sumamente complejo.

La actividad eléctrica y el flujo de la informacion del hipocampo esta controlada por un
grupo heterogéneo de interneuronas inhibitorias GABAérgicas que estan distribuidas en todas las
capas (Freund & Buzsdki, 1996), Figura 4. Las interneuronas del giro dentado, como en otras

regiones corticales, pueden ser divididas en aquellas que forman sinapsis perisomaticas (células

Corteza entorrinal

Capa |l 2 |
Lateral . e | Corteza entorrinal
Capa lll
- B 44414 g 4 4
Medial 8 > dal-4l 44 444 Lateral
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¢ 41 1 3
T ﬂ i recurrentes
44
Células i AR A
!Granulares | T | |
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Giro Dentado wh A4
CA1l
i
a corteza
entorrinal

Figura 3: Diagrama del cableado del hipocampo (las interneuronas estan excluidas) con la aferencia dual desde la
corteza entorrinal lateral y medial. Dentro del hipocampo, las neuronas granulares proveen de aferencia via las fibras
mossy a las células mossy y de alli hacia CA3. Las neuronas piramidales de CA3 generan conexiones feedback hacia
ellas mismas y hacia las células mossy, las cuales nuevamente proveen de aferencia excitatoria a las neuronas
granulares en el primer tercio del arbol dendritico.

basket), sinapsis dendriticas, y sinapsis axo-axdnicas. Los somas de las neuronas basket estan
distribuidos dentro de la capa granular. Los axones, también concentrados en la capa granular,
contactan los DGCs y también a interneuronas basket (Freund & Buzsdki, 1996). Las interneuronas
axoaxonicas poseen axones que se ramifican ampliamente e inervan al segmento inicial del axén de
las DGCs. Los somas de estas interneuronas se encuentran en el hilus o en la parte externa de la
capa granular. Estos dos tipos de interneuronas ejercen un rol fundamental en el control de la

eferencia de las DGCs y pueden contribuir a su sincronizacién debido a sus multiples contactos.
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Las interneuronas que inervan a las dendritas de las DGCs pueden tener sus cuerpos celulares

Figura 4: Superposicion realizada a partir de dibujos de camera lucida de los diferentes interneuronas del giro
dentando con el fin de mostrar la localizacion de sus somas y la distribucion estratificada de sus proyecciones
(Tomado de Freund TF y Buzsaki G de 1996).

en el hilus o la capa molecular. Las interneuronas del hilus cuyos axones proyectan hacia los dos
tercios externos de la capa molecular son identificadas como hilar perforant path associated cells
(HIPP) y estan inervadas por las DGCs. Las neuronas GABAérgicas cuyos cuerpos celulares residen en
la capa molecular reciben inervacién directa de la via perforante, son llamadas MOPP (molecular
layer perforant path associated cells). Dependiendo de la localizacién, éstas cumplirdan el rol de
inhibicidn feedfoward (los cuerpos celulares en la capa molecular) o inhibicién feedback (los cuerpos
celulares en el hilus). La inhibicion feedfoward es critica para la regulacidon de la respuesta de las
neuronas granulares a sus aferencias excitatorias (Freund & Buzsaki, 1996; Ewell et al., 2010).

El hipocampo recibe ademas aferencias subcorticales entre las cuales se encuentran
interneuronas GABAérgicas y neuronas principales colinérgicas que provienen de la banda diagonal
de Broca medio-septal, también aferencias del area supramamilar, fibras serotoninérgicas del rafe,
noradrenérgicas del locus ceruleus, y proyecciones dopaminérgicas que provienen del area
tegmental ventral y fibras comisurales (Andersen, Hippocampus Book, Oxford Press, pags. 60-1).

Muchas de las aferencias que inervan al hipocampo lo hacen diferencialmente a lo largo del
eje septo-temporal. Por ejemplo, la corteza entorrinal dorso-lateral inerva al hipocampo mas septal

y la corteza entorrinal ventro-medial inerva a la region mas temporal del hipocampo (Amaral y



Witter, 1989). El hipocampo septal recibe principalmente aferencias de la neocorteza, mientras que
el hipocampo temporal esta mayoritariamente inervado por la amigdala, el hipotalamo y la corteza
prefrontal (Dolorfo & Amaral 1998a y 1998b, Fanselow & Dong 2010). Estas diferencias en la
aferencia serian las responsables de las diferentes funciones que se le atribuyen a estas dos regiones

del hipocampo.

Funcion del hipocampo

Las funciones que se le atribuyen hoy en dia al hipocampo son la de memoria y de la
codificacién espacial. La idea que la formacion hipocampal esta relacionada con la memoria surge de
las observaciones de Brenda Milner sobre el paciente Henry Gustav Molaison, mas conocido como
H.M. Este fue un paciente epiléptico al que se le removié gran parte del hipocampo y regiones
corticales que lo rodean (bilateralmente). La secuela de la operacién fue una profunda amnesia
anterdgrada (incapacidad de recordar episodios luego de la cirugia), pero no retrégrada. El paciente
no tenia déficits en la percepcion, en pensamiento abstracto ni en su habilidad para razonar (Scoville
& Milner, 1957). Durante el estudio de H.M. se definié lo que conocemos como memoria
declarativa, el conocimiento consciente de hechos y eventos, depende del I6bulo temporal medial
(que fuera removido a H.M.). También se definié la memoria no declarativa o de procedimientos,
debido a que el paciente podia aprender destrezas nuevas y las retenia por lo menos durante 3
meses. Las estructuras cerebrales importantes para este tipo de memorias adquiridas por practicas
son el ganglio basal, el cerebelo, la amigdala y la noecorteza (Cohen & Squirre, 1980; Squire, 2009).
Los estudios en el paciente H.M. demostraron que las estructuras dafiadas son importantes para la
formacion y mantenimiento de la memoria a largo plazo. Se cree que las memorias son retenidas en
la formacién hipocampal por un periodo corto de tiempo luego de ser aprendidas, y con el paso del
tiempo son distribuidas en regiones corticales para formar una memoria permanente independiente

de la formacidn hipocampal (Zola-Morgan & Squire , 1990).



Un desarrollo importante que permitid avanzar hacia el conocimiento de la funcion del
hipocampo fue la implementacion de microelectrodos para monitorear la actividad de neuronas
individuales en el hipocampo de animales despiertos (O’Keefe & Dostrovsky, 1971; O'Keefe, 1976).
Estos registros in vivo describieron la relacidon entre la actividad neuronal y una variedad de
pardmetros sensoriales. Por ejemplo, se encontré una fuerte correlacién entre la actividad neuronal
y la localizaciéon del animal en un ambiente acotado. De estos datos surgid la teoria del mapa
cognitivo, que sugiere que el hipocampo procesa la memoria espacial, la cual le permite al animal
navegar por ambientes familiares, y elabora sefiales espacio-temporales que son dependientes del
contexto. En estos experimentos se encontré que existian células que disparaban potenciales de
accioén cuando un animal estd en un ambiente familiar. Como sélo disparaban dependiendo de la
ubicacién del animal se las llamé “place cells” o células de lugar. Disparan a una frecuencia de 1 Hz y
de amplitud variable (O’Keefe & Nadel, 1978). Cada “place cell” dispara en respuesta a una
ubicacién determinada del animal, o “place field”. El tamafio de los “place fields” a los que cada
neurona responde aumenta en neuronas localizadas hacia regiones mas temporales del hipocampo
(Jung et al., 1994). Diferentes conjuntos de células son activadas por diferentes lugares, por lo que
se genera una fiel representacién en la cual cada locacién espacial es mapeada por una poblacién
particular o estado de actividad de células de lugar (Wilson & McNaughton, 1993). Las células de
lugar se encuentran en CA1 y CA3 (Fox & Ranck, 1975). La mayoria de las células piramidales
hipocampales codifican el “lugar” donde se ubica el animal debido a que disparan potenciales de
accion en relacion a la locacién del animal y su ambiente, es independiente del comportamiento que
esté llevando a cabo el animal en ese momento y no tiene relacién con un estimulo en particular
(Eichenbaum et al., 1987). El hipocampo podria funcionar como un mapa cognitivo que es capaz de
representar en la mente el espacio fisico.

Un modelo alternativo postula que el hipocampo funcionaria como un organizador temporal
de las memorias dependientes de hipocampo, denominado “codificacion nodal”. La codificacion

nodal define al hipocampo como un mapa cognitivo generado a partir de la representacién de
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eventos temporalmente proximos en un determinado contexto espacial pero incluyendo también
informacion no espacial (Figura 5) (Eichenbaum et al.,, 1999). Las células de lugar previamente
activadas, responderian a una localizacion actual y la asociacion con episodios ocurridos en el mismo
lugar. También se propone que estas células de lugar también podrian reconocer episodios en
comun, independientemente de la ubicacion. Este modelo espacial logra una visién general del
hipocampo, y lo vincula con la generacion de memorias espaciales y no espaciales. Luego estas

memorias serian almacenadas a largo plazo en otras regiones corticales (Alvarez y Squire, 1994).
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Figura 5: A-Esquema del concepto del hipocampo como “mapa cognitivo”. B- Modelo conceptual del procesamiento
de la informacién a través de la “codificacion nodal”, basado en la integracion de eventos en comun, temporales,
espaciales o los dos. C- Esquema de la formacién de memoria de espacio segun la codificacion nodal. Las neuronas
codifican relaciones espaciales (por ejemplo pares AB, CD, etc) y la representacion espacial se logra con la integracion
de la informacién en comun de los diferentes pares de claves (Eichenbaum et al., 1999)

Para dilucidar el rol del hipocampo en el procesamiento de la informacidon se han hecho
numerosos estudios, entre los cuales se encuentran las lesiones hipocampales focalizadas (lesiones
generadas con colchicina). Estos estudios permitieron comprobar que el hipocampo cumple un rol
critico en tareas en las cuales el animal debe aprender a distinguir dos ambientes muy parecidos que
contienen diferencias sutiles. Esta capacidad para extraer la informacion sutil pero especifica se
denomina “pattern separation” (Gilbert, 1998). Estas lesiones en el giro dentado afectaron en forma
critica el proceso de pattern separation, mientras que lesiones en CA1l no generaban ninguna
alteracion (Gilbert, 2001).

Los estudios de registros de actividad neuronal en animales despiertos sugieren que el giro
dentado contribuye al pattern separation de dos maneras:

1) por medio de la ortogonalizacion, debido a la poca actividad de las neuronas granulares,

genera un cédigo “sparse” o ralo (Jung & Mc-Naughton, 1993; Leutgeb et al., 2007). En el giro



dentado hay alrededor de un 2% de DGCs que estdn activas cuando el animal explora un ambiente
(Chawla et al., 2005; Ramirez-Amaya et al., 2006; Tashiro et al., 2007), por lo que eventos diferentes
activaran poblaciones neuronales que no se superponen (ortogonales). En cambio, una sesion
exploratoria activa un 25 % de la poblacion de neuronas piramidales de CA1.

2) Debido a que el giro dentado puede reclutar poblaciones neuronales distintas cuando el
animal representa una localizaciéon espacial diferente.

Por otra parte, si se tiene en cuenta que las neuronas de la corteza entorrinal son muy activas,
y las células piramidales de CA3 presentan mapas espaciales estrictamente delimitados, existe una
estacion de relevo donde se produce esta separacion; ésta estacidén de relevo seria el giro dentado
(pattern separation,). (Leutgeb et al., 2004; Fyhn et al., 2007; Treves et al., 2008.)

En experimentos realizados con pacientes utilizando escaneo de alta resolucién se encontré
que el giro dentado y CA3 aumentan su actividad global cuando los individuos son expuestos a una
evaluacién de memoria declarativa y deben discriminar entre dos objetos muy parecidos, es decir
realizar pattern separation. En cambio, en la region de CA1 la actividad no cambid, lo cual implica

gue los objetos eran tratados como repeticiones (pattern completion) (Bakker et al., 2008).

Neurogénesis adulta

Durante casi 100 afios, luego del establecimiento de la teoria neuronal por Ramén y Cajal en
1911, se establecié que la generacién de neuronas solamente ocurre durante el desarrollo. Dicho
dogma se sustentaba en la complejidad de las conexiones del sistema nervioso que se creia
incompatible con la integracion de nuevas neuronas. Hubo, sin embargo, un descubrimiento que
evidencié a este dogma como errdneo, ya que el cerebro adulto de los mamiferos puede generar
neuronas nuevas (Altman & Das, 1965). La primera evidencia de integracién funcional de neuronas
generadas en el cerebro adulto se presentd en canarios (Paton & Nottebohm, 1984). Con la
introduccién de bromodeoxiuridina (BrdU es un analogo de timidina que se incorpora en la fase S

del ciclo celular) se logré marcar los linajes neurales (Kuhn et al.,, 1996), se reconfirmé el
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descubrimiento realizado por Altman y se terminé de reafirmar que en mamiferos la neurogénesis
adulta ocurre en dos regiones del cerebro: en la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos
laterales y en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (SGZ). Un paso importante en el
conocimiento de la neurogénesis adulta y el desarrollo de las neuronas nuevas se llevd a cabo
gracias al desarrollo de retrovirus modificados genéticamente, los cuales permitieron el marcado
indeleble de las neuronas nuevas con proteinas fluorescentes. De esta manera se logrd realizar
experimentos de electrofisiologia en rebanadas agudas de hipocampo donde se comprobd que las
neuronas nuevas tenian propiedades de neuronas granulares (Van Praag et al., 2002).

En la zona subventricular residen las células progenitoras neurales que se dividen y dan
origen a neuroblastos que migran por la via rostral migratoria hacia el bulbo olfatorio (BO), donde se
dispersan radialmente y se diferencian a interneuronas. La mayoria de estas interneuronas nuevas
se integran funcionalmente a los circuitos y mas de la mitad sobrevive por largo tiempo (Carleton et
al., 2003; Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002). Los detalles de la neurogénesis en el giro dentado del

hipocampo se discuten en la siguiente seccidn.

Neurogénesis en el giro dentado adulto

El tipo de neuronas que el hipocampo genera durante toda la vida son las DGCs (dentate
granule cells). En el adulto, las DGCs nuevas se originan a partir de células progenitoras neurales
localizadas en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado, definida como la region ubicada entre el
hilus y la capa granular, Figura 6. Dichas células progenitoras son capaces de proliferar y luego

diferenciarse en astrocitos, oligodendrocitos o neuronas (Gage FH, 2000; Zhao C et al., 2008).



Capa
Molecular

Stem cell

Hilus

Neurona piramidal GeL

Figura 6: Esquema del hipocampo. GCL: capa granular del giro dentado. SGZ: zona sub-
granular. En azul se muestra una célula progenitora neural, verde se esquematiza una neurona
granular. En fucsia los axones provenientes de la corteza entorrinal.

Los niveles basales de neurogénesis adulta son de unas 4.500 neuronas por dia en ratas
jovenes adultas, lo que luego de un mes representa una proporcidn del 5% respecto de la poblacién
total de DGCs preexistentes (Cameron y McKay, 2001; Tashiro et al., 2007). En las semanas
siguientes un alto porcentaje de las neuronas generadas (entre un 50 % a un 75 %) muere antes de
llegar a la madurez (Kempermann et al., 2003).

Las células progenitoras neurales (células de tipo 1), exhiben una division lenta y se cree
tendrian una capacidad proliferativa ilimitada, aunque eso esta actualmente en discusion (Bonaguidi
et al., 2011; Encinas et al., 2011). Expresan los marcadores nestina y Sox2 y proyectan un solo
proceso que cruza toda la capa granular y se ramifica en la primera porcion de la capa molecular.
Luego de dividirse dan origen a un progenitor intermediario el tipo 2, que es mas proliferativo y

posee procesos cortos. Las células tipo 2 se subdividen a su vez en tipo 2a, que contindan

expresando marcadores de célula madre, y tipo 2b, que comienzan a expresar marcadores
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neuronales inmaduros como doublecortin (proteina asociada a microtubulos) y la forma polisidlica
de la molécula de adhesion neuronal PSA-NCAM. Las células tipo 2b luego dan origen a las tipo 3,
son neuroblastos con potencial proliferativo pero que no expresan marcadores de célula madre y
dan origen a neuronas. Poseen receptores de GABA, que al activarse promueven la diferenciacion
neuronal (revisado por Toni et al., 2011).

Gracias al desarrollo de retrovirus derivado de “Moloney murine leukemia virus” cuyo
genoma fue modificado para expresar de manera constitutiva una proteina fluorescente, se pueden
estudiar las neuronas nuevas nacidas en el adulto de manera de célula auténoma (Van Praag et al.,
2002). El retrovirus es inyectado intrahipocampalmente y solo infecta las células en divisién, es decir
a los progenitores neurales 2b, de esta manera se logra la visualizacion morfoldgica de las neuronas
infectadas en tejido vivo y también se conoce la edad de la neurona en estudio. Se realizaron
experimentos en los cuales las neuronas nuevas fueron marcadas con retrovirus y luego se estudio
la aferencia en los primeros dias de su desarrollo, utilizando la técnica de patch clamp. A esta edad
se encontré que las neuronas expresaban receptores de GABA y de glutamato, pero no tenian
conexion sinaptica aferente (Espdsito et al., 2005; Ge et al., 2006).

El desarrollo de las DGCs nacidas en el adulto prosigue una serie de etapas definidas y
conservadas que recapitulan el proceso de desarrollo embrionario (Espdsito et al., 2005; Piatti et al.,
2006). El proceso de maduracion estd altamente conservado entre la neurogénesis embrional,
perinatal y adulta. Durante la primera etapa de desarrollo las neuronas nuevas adquieren el
fenotipo neuronal, migran una corta distancia en la capa granular y reciben aferencia GABAérgica
ténica (mediada por el GABA libre del ambiente extracelular). También comienzan a generar las
primeras proyecciones dendriticas y axonal. El marcador neuronal que expresan es doublecortin
(DCX), es una proteina asociada a microtibulos cuando las neuronas estan migrando y es un
marcador que se utiliza para estudiar el grado de madurez de las neuronas.

En esta etapa del desarrollo, el cloro (CI) juega un papel muy importante ya que su

concentracidn intracelular es alta debido a la expresidn del co-transportador de CI'//Na"/K* NKCC1.



NKCC1 cataliza la entrada de CI' y K* utilizando la fuerza del gradiente de Na*. Cuando se activan los
receptores de GABA generan una despolarizacion de la membrana, por lo que GABA es excitatorio
en las DGCs nuevas. Esta despolarizacion es crucial para la maduracion neuronal (Ge et al., 2006).
Durante la segunda semana de desarrollo las dendritas todavia no poseen espinas pero comienzan a
recibir las primeras sinapsis GABAérgicas, cuyas corrientes muestran una cinética lenta (Espésito et
al., 2005). Luego de la segunda semana comienza a expresarse el cotransportador de CI'/K* KCC2, el
cual extruye Cl" hacia el medio extracelular, esta vez en favor del gradiente de K*. Este proceso
disminuye la concentracion intracelular de CI' y de esta manera GABA se transforma en inhibitorio
(Ge et al., 2006). En esta etapa las dendritas comienzan a crecer a lo largo de la capa molecular,
alcanzando las aferencias de los axones (perforant path) que provienen de la corteza entorrinal,
generando conexiones excitatorias glutamatérgicas (Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006) y se
observaron las primeras espinas dendriticas. También extienden sus axones hacia el hilus donde se
conectan con sus eferentes, principalmente las interneuronas GABAérgicas del hilus, las mossy cells
del hilus y con las células piramidales e interneuronas de CA3 (Zhao et al., 2006). Los axones de las
DGCs liberan glutamato sobre las células target del hipocampo (Toni et al., 2008). La densidad de
espinas dendriticas aumenta entre la tercera y la sexta semana, asi como también la complejidad del
arbol dendritico. Durante el periodo de desarrollo abarcado entre la tercera y cuarta semana de
edad estas neuronas muestran hiperexcitabilidad y un aumento en la plasticidad sindptica de las
conexiones excitatorias aferentes (Mongiat et al., 2009; Ge et al., 2008). En este lapso las DGCs
dejan de expresar DCX y comienzan a expresar Calbindin (Cb), es una proteina que participa del
buffer de calcio intracelular, se lo utiliza como marcador de madurez. Una posible consecuencia
fisioldgica de la marcada plasticidad sinaptica es que podria otorgar a las neuronas nuevas ventajas
para competir con las neuronas maduras por la formacidn y estabilizacién de sinapsis aferentes
(compite por los axones que provienen de la perforant path) y eferentes (Tashiro et al., 2006; Toni et
al.,, 2007 y 2008). Estas propiedades permiten que las neuronas nuevas jévenes integradas

contribuyan de una manera Unica al procesamiento de la informacién del circuito (Marin Burgin et
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al., 2012). El paso final en la integracidon sinaptica es alcanzado con la formacién de sinapsis
perisomaticas de GABA, que son inhibitorias y de cinética rapida (Espdsito et al., 2005). Al llegar a un
fenotipo neuronal maduro, las DGCs nuevas poseen propiedades eléctricas y morfoldgicas similares
a las de las DGCs generadas durante el desarrollo perinatal (Laplagne et al., 2006 y 2007). Lo

anteriormente expuesto se resume en la figura 7.

Glutamato

o e

aferencia GABA tonico

B
aferencia GABA dendritico B ]
=

aferencia glutamato espinas dendriticas .

eferencia glutamato en el hilus P |
eferencia glutamato CA2 g |
aferencia GABA somatica |
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Figura 7: Esquema del curso temporal del desarrollo morfoldgico de las DGCs nacidas en el hipocampo
adulto. También se muestra el desarrollo de la aferencia GABAérgica, glutamatérgica, las conexiones
eferentes y las ventanas de tiempo en las cuales se expresan los marcadores neuronales. Datos obtenidos
de Esposito et al., 2005; Toni et al., 2008 y modificado de Zhao et al., 2008.



Rol funcional de la neurogénesis en el hipocampo adulto

La evidencia mas convincente del rol que cumple la neurogénesis adulta en la memoria
proviene de experimentos en los cuales la neurogénesis ha sido eliminada, tres métodos han sido
ampliamente utilizados con este fin: irradiacion, agentes antimitdticos e induccion genética de
genes proapoptaticos.

Un analisis del comportamiento de animales en los cuales la neurogénesis ha sido eliminada
por agentes antimitdticos, revelé que los animales tienen impedimentos en estrategias de
aprendizaje. Estos defectos se vieron reflejados en la dificultad de reubicar una nueva posicion de la
plataforma escondida en el laberinto acuatico de Morris, cuando una posicion previa habia sido
aprendida (Garthe et al., 2009). En experimentos donde se elimind aproximadamente el 50 % de la
neurogénesis por medio de infeccidon de las DGCs nuevas con un lentivirus que tiene modificado su
genoma el cual expresa un dominante negativo de Wnt (Lie et al., 2005), se encontrd que los
ratones no podian distinguir entre dos ambientes parecidos (Clelland et al., 2009). Esto resalta el rol
de la neurogénesis adulta en la discriminacidn espacial o “pattern separation”.

Existen experimentos en los cuales se ha aumentado la neurogénesis adulta por medio de
una estrategia genética, en la cual generaron ratones condicionales knock out para el gen
proapoptdtico Bax en los progenitores neurales. Estas neuronas se mueren en menor medida, hay
mas neuronas nuevas y sobreviven por mas tiempo (Sahay et al., 2011). Estos animales mostraron
una mejor performance en test comportamentales en los cuales analizé su capacidad de
discriminacion de dos contextos similares. Se observé que el aumento en la neurogénesis adulta es

|ll

suficiente para aumentar el “pattern separation”.
Aunque los ensayos de comportamiento que miden explicitamente “pattern separation” no
han sido eficaces para establecer la conexidon entre “pattern separation” y neurogénesis adulta,

existen tests de memoria espacial en los cuales se necesita el reclutamiento del giro dentado.

Estudios recientes muestran que las neuronas nuevas son necesarias para resolver ese tipo de



tareas. Esto es consistente con la idea que la neurogénesis adulta contribuye con el “pattern
separation”. (Dupret et al., 2008; Garthe et al., 2009; Wojtowicz et al., 2008).

El hecho que la proliferacion neuronal y la sobrevida de las neuronas nuevas sean procesos
modulables por estimulos fisioldgicos también avala el rol funcional de la neurogénesis adulta. Un
ejemplo de este proceso es el hecho que un ambiente enriquecido incrementa el nimero de
neuronas nuevas debido a un aumento en la proliferacion neuronal y en la sobrevida neuronal
(Kempermann et al., 1997; Kempermann et al., 1998; Van Praag et al., 2000; Brown et al,. 2003;
Tashiro et al., 2007; Kronenberg et al,. 2003). Se ha demostrado que la actividad fisica voluntaria
aumenta la proliferacidon neuronal, lo cual genera un nimero mayor de neuronas nuevas (Van Praag
et al,. 1999; Brown et al., 2003; Kronenberg et al,. 2003). Como ejemplo negativo es el hecho que el
envejecimiento también afecta la tasa de generacién de neuronas nuevas (Kempermann et al.,
1998) en situaciones de estrés (revisado por Mirescu y Gould, 2006), en aislamiento (Lu L. et al.,
2003) y en depresion (Duman et al., 2004). Por ultimo, ciertas condiciones patoldgicas como la
presencia de convulsiones o la isquemia también son capaces de incrementar el nimero de
neuronas nuevas en el giro dentado adulto (Parent y Lowenstein, 2002; Kokaia y Lindvall, 2003).

Existen evidencias de que la generaciéon de neuronas nuevas en el hipocampo adulto
contribuye al proceso de la memoria. Primero, la tasa de neurogénesis correlaciona positivamente
con las habilidades de aprendizajes dependientes de hipocampo (Drapeau et al., 2003). Segundo, las
condiciones que aumentan el desempefio de la memoria aumenta la neurogénesis, mientras que las
condiciones que no hay neurogénesis impiden el aprendizaje. (Kempermann et al., 1997; Lemaire et
al., 2000)

Estudios en los cuales se evalué el efecto del ambiente enriquecido y/o el ejercicio
voluntario en la neurogénesis adulta, se encontrd que existian variaciones en las capacidades de
aprendizaje en el test del laberinto de agua de Morris. Este test es dependiente de hipocampo y es
un laberinto en el cual los animales se colocan en una pileta redonda, con agua opaca y deben nadar

hasta encontrar una plataforma que estd sumergida. Deben guiarse por las claves ambientales para



hallar la plataforma. Esto sugirié que el aumento en la tasa de neurogénesis tiene un impacto
positivo en la memoria espacial. El ejercicio voluntario o el ambiente enriquecido favorecia la
habilidad para la memoria y aumentaba el nimero de neuronas granulares en el giro dentado
(Kempermann et al., 1997, 1998; Nilsson et al., 1999; Dupret et al., 2007).

La relacion entre la pérdida y ganancia de funcion, une bidireccionalmente los cambios en

Ill

los niveles de neurogénesis hipocampal adulta con la eficiencia en el “pattern separation” (Figura 8).
Esto apoya la idea que las neuronas jovenes nacidas en el adulto tienen propiedades Unicas

fundamentales para este tipo de funciones.

Ambiente Neurogénesis Pattern separation Pattern completion

Ambiente enriquecido
ejercicio Aumento de la
aprendizaje neurogenesis
antidepresivos

Normal

Estrés Diminucion de la
envejecimiento neurogénesis

Figura 8: En esta figura se esquematiza la influencia del ambiente en la neurogénesis, en el pattern separation y
pattern completion. Se propone que un aumento en la neurogénesis favoreceria la capacidad de pattern separation,
lo cual es ventajoso porque favorece la exploracién y aprendizaje. Una disminucién en la neurogénesis disminuiria el
pattern separation y favoreceria el pattern completion, lo cual implicaria generalizacion.

Impacto de la actividad del circuito en la neurogénesis en desarrollo y adulto

El tiempo que tarda una neurona nacida en el hipocampo adulto en alcanzar su total
madurez varia entre especies y estas diferencias de velocidad de desarrollo de las neuronas nuevas
existen aun en roedores. Por ejemplo, una neurona nacida en el cerebro adulto de una rata tarda
aproximadamente 2 semanas en alcanzar el fenotipo maduro, mientras que (como describimos en la
seccion anterior), las neuronas que se desarrollan en el hipocampo adulto de ratones requieren

entre seis a ocho semanas para alcanzar su estadio final de maduracion. Esta variabilidad en la



velocidad de maduracidn entre especies de roedores dificulta la comparacién entre las velocidades
de maduracion de los trabajos reportados.

La velocidad con que una neurona nueva madura en el hipocampo adulto de roedores, es
mucho mds lenta comparada respecto a lo que sucede durante el desarrollo perinatal (Overstreet-
Wadiche et al., 2004; Espdsito et al., 2005; Zhao et al., 2006; Jones et al., 2003). Si comparamos
ambos ambientes de desarrollo, en el cerebro perinatal existen patrones de actividad eléctrica
llamados potenciales de despolarizacion gigantes (GDP). Son generados por la accidn despolarizante
de GABA (Ben-Ari, 1989). Estas despolarizaciones son la actividad inicial, son una sefial primitiva con
poca informacidn que se propaga a lo largo de todo el cerebro. La principal funcién se cree que es la
generacién de oscilaciones de calcio (Ca™) intracelular, ain en neuronas que poseen muy pocas
sinapsis, es una modulacién del crecimiento neuronal y sinaptogénesis. En el cerebro adulto estas
GDP estan ausentes, indicando que la manera de comunicacién y desarrollo neuronal ha sido
modificada en el desarrollo del individuo (Ben-Ari, 1989).

Varios estudios han demostrado que las corrientes de Ca** regulan el desarrollo neuronal a
nivel transcripcional, lo hacen a través de canales activados por voltaje. Durante el desarrollo
neuronal la frecuencia de las oscilaciones o potenciales de accién de Ca™ generados por la entrada
de Ca™ a través de los canales de Ca*" tipo N y L y por la liberacién del Ca™ de almacenamientos
intracelulares, regulan la aparicion del neurotransmisor GABA durante el desarrollo. Esto fue
demostrado en cultivos de neuronas espinales de Xenopus, estas oscilaciones de Ca™* regulan el
transcripto de la enzima acido glutdmico descarboxilasa (GAD 67) y lo regulan antes de la aparicidn
de la formacién de sinapsis. La frecuencia de los potenciales de accién de Ca™ juega un papel muy
importante en este proceso (Watt et al., 2000). Se ha encontrado que en cultivos primarios de
neuronas piramidales de rata la expresion de Calbindin durante el desarrollo puede ser modulada
por los canales de Ca* tipo Q y L. Estos resultados sugieren que estos canales actlian en sinergia
para dirigir la diferenciacion neuronal antes del establecimiento de los circuitos sindpticos

(Boukhaddaou et al., 2000). Estudios recientes han demostrado que alterando el patrén de
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potenciales de Ca*" (los cuales son generados espontaneamente en diferentes clases de neuronas
espinales embrionales), se genera un cambio en la expresion de neurotransmisores de una manera
homeostatica, para lograr un constante nivel de excitacion. Estos cambios dependientes de la
actividad en el terminal presindptico podrian generar que los axones se dirijan hacia nuevos blancos
y generar sinapsis funcionales nuevas en un circuito diferente (revisado por Spitzer, 2004).

Para demostrar si el efecto de GABA en el ambiente del cerebro neonatal puede modular la
velocidad de desarrollo, se estudié la neurogénesis en el giro dentado de ratones knock-out para
GADSG65, la enzima responsable de producir GABA vesicular. Se encontré una reduccion de los GDPs
en estos ratones, lo que coincidié con un retraso en la maduracién de las DGCs postnatales
(Overstreet-Wadiche et al.,, 2006; Ge et al., 2006). Estos experimentos demostraron el rol
fundamental del neurotransmisor GABA en el desarrollo neuronal perinatal.

Se ha demostrado ademas que la capacidad de las neuronas nuevas nacidas en el adulto
para integrarse al circuito y la velocidad con lo cual lo hacen puede ser modificada por cambios
patoldgicos en la actividad eléctrica en el ambiente en el que dicha neurona se esta diferenciando.
Un ejemplo de ello es el que se observd cuando a un cerebro adulto se le indujo epilepsia, lo cual
acelerd la neurogénesis adulta (Overstreet Wadiche et al., 2006). Los somas de las neuronas se
ubicaron ectdopicamente, llegando hasta la capa molecular; en un ambiente normal, los somas de las
neuronas granulares nuevas del adulto solo migran hasta el primer tercio de la capa granular
(Mathews et al., 2010). Asimismo, se observé que las dendritas se desarrollaron mas rapido en los
ratones que se les indujo epilepsia, éstas poseian una mayor longitud total y una mayor densidad de
espinas dendriticas a menor edad que las neuronas de los ratones controles. Se observé que la
conexion aferente de estas neuronas era aberrante y se encontré que poseian aferencias
glutamatérgicas recurrentes (Overstreet Wadiche et al., 2006). La velocidad de maduracion puede
verse afectada debido a cambios en el modo de accién despolarizante o hiperpolarizante de los
neurotransmisores en las neuronas nuevas. Por ejemplo, en experimentos en los cuales se bloqued

el transportador de CI, NKCC1 (por medio de un shRNAI) el cual genera alta concentracion de CI’



intracelular cuando las neuronas son inmaduras, se logré bloquear la accién despolarizante de GABA
durante las primeras etapas del desarrollo. A su vez, el bloqueo NKCC1 generd un retraso en la
expresion de marcadores de maduracion y un acortamiento en la longitud del arbol dendritico. Esto
se reflejé en un retraso de la maduracién neuronal de mds de una semana y una alteracion de la
conectividad aferente glutamatérgica y GABAérgica de las DGCs (Ge et al., 2006). La figura 9 muestra
un resumen de los trabajos anteriormente discutidos.
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Figura 9: Grado de desarrollo de maduracion neuronal en ratones a lo largo del tiempo bajo diferentes condiciones
experimentales. En rojo se esquematiza el comienzo de la aferencia excitatoria glutamatérgica y en azul la aferencia
GABAérgica. Tomado de Piatti y col. 2006

La progresion de neural stem cell (NSC) a neurona madura esta sujeta a una exquisita
coordinacién controlada por una multitud de factores intrinsecos auténomos de célula (reguladores
del ciclo celular, factores de transcripcién y factores epigenéticos; Zhao et al., 2008) y de factores
extracelulares. Las moléculas que son criticas durante el desarrollo embrionario estan conservadas y

contindan modulando la actividad de las NSC y neurogénesis adulta. Un ejemplo de ello es la via de



sefializacion de Wnt, esta via influencia la proliferacién de las NSC y la diferenciacién durante el
desarrollo embrionario. También es crucial en la neurogénesis adulta (Lie et al., 2005; Wexler et al.,
2009). Wnt no solo se produce en los astrocitos sino también en las NSC. La sefializacién autdcrina
de Wnt genera la proliferacidn y totipotencialidad de NSC a través de la via de GDKB/Bcatenina. La
activacion de esta via aumenta la expresion de NeuroD1 el cual promueve la diferenciaciéon neuronal
de NSC. En respuesta a Wnt las NSC aumentan la expresidon de un retrotransposén Linel el cual es
importante para la sobrevida de las NSC. (Kuwabara et al., 2009). Recientemente se ha encontrado
que la cilia primaria es importante para el desarrollo del arbol dendritico de las NSC, actla
mediando la activacién de la via de sefializacién de Wnt (Kumamoto et al., 2012).

Toda la evidencia experimental anteriormente expuesta indicaria que ademds de la
existencia de un programa genético intrinseco que dirige el desarrollo neuronal, existe una lectura
del ambiente en el cual la neurona se desarrolla y esto llevaria a modificaciones en la velocidad de

maduracion.

Diferencias en la actividad neuronal en el giro dentado a lo largo del eje septo-
temporal

Debido a la diferencias en la actividad basal de las neuronas en CAl a lo largo de su eje
septo-temporal (Jung et al., 1994), en nuestro laboratorio se estudié si estas diferencias también
existian a lo largo del eje septo-temporal de la GCL, lugar en el cual se desarrollan las neuronas
granulares nuevas. Para ello se utilizé como sensor de actividad neuronal a la proteina Arc (activity
related cytoskeleton associated protein), es un gen de respuesta inmediata (IEG) inducido por
actividad neuronal (Korb E. & Finkbeiner S., 2011). Se midié la densidad de neuronas que
expresaban este marcador en la region septal y en la temporal del giro dentado en ratones adultos
jovenes (9 semanas de edad) que permanecieron en sus jaulas estandar. Se observdé un mayor

porcentaje de neuronas granulares que expresaban Arc en la regién septal que en la temporal



(Figura 10; Piatti et al., 2011). Esta diferencia en la expresidn de Arc en la GCL (nicho neurogénico)

coincide con el gradiente de actividad que existe en la regién CA1 del hipocampo.
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Figura 10: A- Esquema de un cerebro de ratén en el cual se

C marca la region del hipocampo septal (1) la regién del
hipocampo temporal (2), ambas regiones fueron

analizadas. B- Imagenes confocales representativas del
giro dentado septal (-1.7 mm de Bregma) y del temporal (-
3.4 mm de Bregma) de una inmunofluorescencia anti Arc
(rojo) NeuN (factor de trasncripcion, marca linaje
neuronal, celeste); ML, capa molecular; GCL, capa
granular; H, Hilus. La flecha en el panel izquierdo sefiala la
region en la cual se realizd la ampliacidon mostrada en la
parte superior derecha. La amplificacion es un ejemplo de
una neurona granular positiva para Arc. Escala 10 um.
Ambas fotografias son del mismo ratén, es un ejemplo
representativo de la cantidad de neuronas que expresan
Arc. Escala 100 um. C-Cuantificacion de la densidad de
neuronas Arc’ en porcentaje de neuronas totales contadas
en cada regiéon de un mismo cerebro. El analisis fue
1 T pareado. (**) Indica p=0.002, test de Wilcoxon, N=10
Septa| Tempora| ratones sedentarios. Experimentos realizados por VC Piatti

(Piatti et al., 2011).
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Las neuronas nuevas generadas en el hipocampo adulto siguen una secuencia estereotipada
de eventos durante su desarrollo (Espdsito et al., 2005). Existe una mayor actividad eléctrica en la
capa granular septal (Piatti et al., 2011) comparada con la temporal en ratones sedentarios.
Llamativamente se ha encontrado que en condiciones patoldgicas la velocidad de desarrollo
neuronal se ve acelerada por el aumento de la actividad eléctrica del medio donde estas neuronas
maduran (Overstreet-Wadiche et al., 2006). Cabe preguntarse entonces si el gradiente de actividad
eléctrica de la GCL a lo largo del eje septo temporal de la capa granular afecta la velocidad de
desarrollo de las neuronas nuevas y su capacidad para integrarse a los circuitos preexistentes en
condiciones fisiologicas.

Debido a toda la evidencia experimental anteriormente expuesta, proponemos la hipdtesis
de que la secuencia de eventos que ocurre durante el desarrollo de las neuronas granulares nacidas
en el giro dentado adulto estaria determinada por un programa auténomo de célula, pero la
velocidad con la que ocurre el desarrollo neuronal y la integracién al circuito preexistente podria ser
modulada por la actividad eléctrica del ambiente, asi como también podria ser modulada por la

actividad eléctrica intrinseca de las neuronas.



Objetivos de la tesis

El objetivo general de la presente tesis es investigar acerca de los factores que determinan las
caracteristicas del desarrollo de las DGCs generadas en el hipocampo adulto, tanto en cuanto a
factores intrinsecos como extrinsecos. El foco se ha centrado en el rol de la actividad eléctrica en la
modulacién del desarrollo neuronal. Para ello hemos propuesto tres objetivos concretos a estudiar:

1- Estudiar el desarrollo de las DGCs generadas en el hipocampo adulto en condiciones
variables de la actividad eléctrica en el nicho neurogénico.

2- Estudiar los efectos de los niveles de actividad intrinseca en el desarrollo de las DGCs
nuevas.

3- Determinar si existe una ventana de tiempo acotada durante la cual las DGCs nuevas

responden a diferentes niveles de actividad intrinseca.



Materiales y Métodos

Construccion de los genomas retrovirales

Los clonados fueron realizados a partir de un vector retroviral no replicativo derivado del
“Moloney murine leukemia virus” (MMLV) modificado para expresar GFP bajo el promotor CAG
(zhao et al., 2006). El promotor CAG es un promotor constitutivo fuerte que contiene las secuencias
enhancers del promotor CMV, el promotor de B- actina de pollo y un intrén sintético. Este vector
también contiene un elemento post-transcripcional del virus de la hepatitis (WPR) que estabiliza al
transcripto aumentando la exportacién nuclear y por lo tanto aumenta la produccién de la proteina
que se quiere expresar.

En esta tesis se utilizaron las siguientes construcciones gendmicas retrovirales:

2> CAG-GFP, CAG es un promotor constitutivo fuerte y rio abajo expresa la proteina verde
fluorescente (Green Fluorescent Protein).

- CAG-RFP expresa la proteina roja fluorescente (Red Fluorescent Protein) construido por Diego
A. Laplagne durante su tesis doctoral.

- CAG-Kir2.1-IRES-GFP y CAG-Kir2.1-IRES-RFP, este virus expresa un canal de rectificacion
entrante de potasio (Kir2.1). Se lo construyé con el fin de disminuir la resistencia de membrana
de la neurona y de esta manera disminuir la excitabilidad intrinseca neuronal. La secuencia IRES,
es una secuencia de entrada del ribosoma, se generan dos proteinas independientes
(bicistronico), pero la eficiencia de traduccién de la proteina rio abajo de la secuencia IRES (la
proteina reportera fluorescente) es menor que la primera, lo cual dificulta la visualizacion de las
neuronas por medio de la proteina reportera. Ambos virus fueron construidos por M. Soledad
Espdsito en su tesis doctoral.

- CAG-Kiryc-IRES-RFP y CAG-Kiryc-IRES-GFP, este virus expresa el canal Kir2.1 mutado en el poro
del canal, se lo construyd como control de especificidad del virus que expresa Kir2.1. La
construccidn de este virus se detalla en el Anexo I.

2> CAG-GFP-2A-hM3D y CAG-GFP-2A-hM4D, son virus que expresan receptores los cuales son
solamente activables por ligandos sintéticos, actian a través de proteina G. Se los construyé con
el fin de modular la excitabilidad neuronal en ventanas de tiempo determinadas. La secuencia
2A deriva de picornavirus, la cual codifica para un péptido autoclivable. El virus expresa dos

proteinas independientes, el receptor hM3D o el hM4D y la proteina reportera GFP.



Construccion de hM3D y hM4D

Con el fin de modular la excitabilidad intrinseca de las neuronas durante ventanas de tiempo
decidimos utilizar la tecnologia de los Receptores Activables Solamente por Ligandos Sintéticos
(RASSLs; Armbruster et al., 2007; Alexander et al., 2009). Los receptores hM3D y hM4D son
derivados del receptor muscarinico humano, estan mutados con el fin que se activen solo por una
droga sintética. Para poder diferenciar estos receptores del enddgeno, poseen la secuencia del
epitope de hemaglutinina (HA), los cDNA de estos receptor fueron cedidos gentilmente por Bryan
Roth, Universidad de Carolina del Norte. Con el objetivo de aumentar la eficiencia de la expresién de
la proteina reportera se cambié el sistema de expresidon bicistronico del IRES por uno
monocistrdnico. Para ello se utilizaron las propiedades del péptido autoclivable de la proteina 2A de
picornavirus (Trichas et al., 2008). Se intercald la secuencia nucleotidica 2A entre las dos proteinas a
expresar: GFP-2A-hM3D y GFP-2A-hM4D. Esto genera una sola molécula de RNA mensajero. Cuando
el ribosoma llega a la secuencia 2A, ésta se traduce y se autocliva, la independencia de las proteinas
expresadas se logra co-traduccionalmente. El beneficio es que el transgen y la proteina reportera se
expresan con iguales niveles (una molécula de proteina reportera por cada una del transgen). Las

construcciones del genoma retroviral fueron hechas por Damiana Giacomini en nuestro laboratorio.

Ensamblado de las particulas virales

La produccién de los retrovirus utilizados en esta tesis fue realizada mediante una triple
transfeccién de células HEK 293T con los siguientes pldsmidos: un pldsmido conteniendo los genes
para la proteina de capside (CMV-vsvg), otro conteniendo las enzimas virales (CMV-gag/pol) y un
tercer plasmido conteniendo el genoma viral con o sin transgen (CAG-IRES-GFP). Dichos plasmidos
fueron producidos en cultivo de bacterias E.coli DH5ay purificados en condiciones libres de
endotoxina (Maxiprep endotoxin-free, QIAGEN). Las células HEK 293T fueron cultivadas en DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO, Invitrogen) suplementado con: 10% de suero fetal

bovino, glutamina (200 mM) y gentamicina (50 mg/ml). Estas células fueron transfectadas (cuando



llegaron a una confluencia del 75 %) con lipofectamina 2000 6 polyethylenimine (PEI) (Boussif et al.,
1995) (7.5, 15y 22.5 ug de CMV-vsvg, CMV-gag/pol y genoma viral respectivamente con 600 pl de
lipofectamina ¢ 420 pl de PEI por cada 12 placas P100 de células). Luego de 48hs de la transfeccion
el sobrenadante conteniendo el retrovirus fue cosechado, filtrado y concentrado mediante dos
rondas de ultracentrifugacion. Finalmente, el retrovirus fue resuspendido en PBS Hyclone (libre de
endotoxina) y conservado a -80°C hasta el momento de su uso. Las particulas virales pueden ser
conservadas durante afios en estas condiciones sin comprometer su capacidad infectiva. Los titulos
virales fueron de aproximadamente 10° particulas/pl. Para los experimentos de coinfeccién en los
experimentos de la medicién de sobrevida neuronal se utilizé una mezcla de CAG-GFP y CAG-Kir-
IRES-RFP (0 CAG-Kirync-IRES-RFP) de 1:10. Para los experimentos de medicién de drbol dendritico y
densidad de espinas se utilizé una mezcla de retrovirus de CAG-RFP y CAG-Kir-IRES-GFP en una
relacién 1:5. Durante el transcurso de la tesis el retrovirus fue producido con la ayuda de Gabriela

Lombardi, Mariela Vegetti y Damiana Giacomini.

Animales y cirugia estereotaxica

Se utilizaron ratones C57BL/6J hembra de entre 6 y 7 semanas de edad. Los animales se
mantuvieron en jaulas en grupos de 4 o 6 a partir de tres dias antes de la operacién, con o sin ruedas
segun se describe en la seccion de resultados. Se utilizd como maximo una rueda cada 3 individuos,
y esta se dejé en la jaula durante todo el experimento. Los ratones fueron anestesiados con una
dosis intraperitoneal de 150 pg ketamina / 15 ug xylacina en 10 ul de solucidn salina por gramo de
ratén, la cual mantuvo a los animales anestesiados durante aproximadamente dos horas. Luego se
rasurd la cabeza, se colocd al animal en el aparto estereotdxico bajo lupa y se marcaron las
coordenadas para la inyeccidon del retrovirus, siempre realizadas en el hemisferio derecho. Se
utilizaron tres juegos de coordenadas (tomadas desde el bregma):

1) inyeccion normal: -2 mm anteroposterior, 1.5 mm lateral y 1.9 mm ventral; se utilizé en los
experimentos de inmunofluorescencia y electrofisiologia. Esta inyeccion fue utilizada en los

experimentos en los cuales se analizé el fenotipo de las neuronas Kir y de las neuronas que
expresaban los RASSLs.



2) inyeccién septal: -1.9 mm anteroposterior, 1.7 mm lateral y 1.8 mm ventral, utilizada sélo en
experimentos de electrofisiologia. Esta inyeccion fue utilizada en experimentos de analisis
septo-temporal.

3) inyeccidén temporal: -2.4 mm anteroposterior, 2.6 mm lateral y 2.1 mm ventral, utilizada
solo en experimentos de electrofisiologia. Esta inyeccion fue utilizada en experimentos de
analisis septo-temporal.

Luego, se afind el craneo utilizando un taladro de odontdlogo, se troqueld el hueso afinado
con una aguja muy fina y se quitd el resto del craneo con una pinza fina. Esta metodologia minimiza
la inflamacidon ya que deja intacta la dura madre y, por ende, no se dafa la corteza. Se inyectd 1 pl

de retrovirus a una velocidad de 0.15 pl/min, con un microcapilar estéril calibrado (Sigma) y estirado

con un puller. La sutura de la piel del animal se realizé con cemento ultrarrdpido a base de

cianocrilato.

Figura 11: A- Foto de un ratén C57BL/6
de 6-7 semanas de edad corriendo
voluntariamente en una rueda giratoria.
B- Foto de un ratén C57BL/6
anestesiado intraperitonealmente. C-
ratbn colocado en el aparato
estereotdxico mientras estd siendo
inyectado con un retrovirus en el giro
dentado.

Electrofisiologia

Los experimentos de electrofisiologia se llevaron a cabo en rebanadas agudas de hipocampo.
Se realizaron mediciones de pardmetros electrofisioldgicos de las DGCs nacidas en el giro dentado
adulto a diferentes dias luego de la inyeccion retroviral (dpi). Las DGCs nuevas fueron identificadas
bajo microscopia de fluorescencia por la expresion de GFP o RFP, segun corresponda.

Corte de rebanadas de cerebro:
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Los ratones fueron anestesiados igual que para la cirugia y luego decapitados. Se removié el
cerebro en una solucién de diseccién fria burbujeada con carbdgeno (95% O, 5% CO,), se lo
depositd sobre un papel de filtro apoyado sobre una superficie horizontal firme y fria. Se corté por la
linea media en forma sagital y se aisléd el hemisferio derecho, luego se hicieron dos cortes
transversales y se descartd el cerebelo y bulbo olfatorio, obteniendo asi un cubo que contiene al
hipocampo. Se hizo un corte en la parte mas dorsal de la corteza para que quede plana y horizontal,
debido a que ese lado es con el que se adhiere (con Suprabond gel) el tejido a la platina del
vibratomo (Leica VT1200 S). Se agregd solucion de diseccion fria y previamente burbujeada y se
realizaron cortes horizontales de 400 um de espesor con cuchillas SuperSilver (Gillette). La velocidad
de corte fue de 0,07mm/s y el dngulo de corte de 15°. Las rebanadas eran depositadas con una
pipeta Pasteur en una camara de incubacion que contenia ACSF (artificial cerebrospinal fluid)
burbujeada con carbdgeno y mantenida a 30° C en un bafio de agua. Composicidn de la solucion de
diseccién (mM): 2.5 KCI, 2 NaH,PQ,4, 25 NaHCOs;, 0.5 CaCl,, 7 MgCl,, 20 glucosa, 1.3 ascorbato de
sodio, 0.6 piruvato de sodio, 110 cloruro de colina y 4 de acido kinurénico. La solucién ASCF contiene
(mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 2 NaH,P0O,, 25 NaHCO;, 2 CaCl,, 1.3 MgCl,, 10 glucosa, 1.3 ascorbato de
sodio, 3.1 piruvato de sodio, 315 mOsm.

Figura 12: A- vista superior del
cerebro de ratdn, la linea punteada
sefiala los cortes realizados con el
bisturi previo al pegado sobre la
platina del vibratomo. Se deshecha
el hemisferio izquierdo (1) y se
remueve el bulbo olfatorio (2) y el
cerebelo (3) B- vista lateral, se
T nivela la regién dorsal (4) y se pega
esta cara hacia abajo en la platina.
C- foto del cerebro de ratén siendo
cortado por la cuchilla en el
vibrdtomo en solucién de diseccion
burbujeada. D: Dispositivo con las
secciones de 400 pum en ACSF

burbujeado con carbdgeno y
mantenido a 30°




Registros electrofisioldgicos:

Los registros fueron hechos mediante la técnica de patch clamp en configuracidon whole cell,
a temperatura ambiente (24+ 2 °C). Se utilizaron microelectrodos con una resistencia de entre 3y 5
MQ, obtenidos a partir de capilares de vidrio (Garner KG-33, didmetro interno y externo 1y 1,5 mm
respectivamente) estirados con un puller (Narishige PP-830). En el set-up de electrofisiologia, las
rebanadas de hipocampo fueron colocadas en la cdmara de registro con un flujo de perfusidn con
ASCF de 2-3 ml/minuto. Las neuronas transducidas con el retrovirus fueron identificadas por su
fluorescencia en un microscopio de Leica DMLFS, con un objetivo de inmersidn en agua de 63X y
apertura numérica (NA) de 0.9. Los registros fueron realizados con un amplificador Axopatch 2008
(Molecular Devices), digitalizados mediante una tarjeta de adquisicion DigiData 1322A (Molecular
Devices) controlada por el software pCLAMP9. Durante los registros se adquirieron ademas
imdagenes con una camara Hamamatsu, controlada por el software Wasabi (Nullsoft).

Los registros en voltage clamp fueron realizados, cuando no se indica lo contrario, a un
potencial de membrana de -80 mV. En todos los registros excepto los de corriente GABAérgica, se
utilizd en la pipeta una solucidon “Interna normal”. Para el registro de corrientes GABAérgicas
espontaneas miniatura el potencial de membrana fijado (Vhold) en -80 mV se utilizé una solucion
con “Cl" simétrico”, donde la concentracion de Cl- en la pipeta es igual que en la solucion externa
(ACSF). Composicion de las soluciones en mM:

Interna normal: 120 gluconato de K, 20 KCI, 5 NaCl, 4 MgCl,, 0.1 EGTA, 10 Hepes, 4 ATP, 0.3 GTP, 10
fosfocreatina-Tris (pH 7.3 y 290 mOsm).

Cloro Simétrico: 19 gluconato de K, 121 KCI, 5 NaCl, 4 MgCl2, 0.1 EGTA, 10 Hepes, 4 Tris-ATP, 0.3
Tris-GTP, 10 fosfocreatina (pH 7.3, 290 mOsm).

Para asegurarnos de que los registros fuesen realizados en DGCs transducidas y no en
neuronas vecinas se utilizaron colorantes fluorescentes en la solucién de la pipeta: Alexa Fluor 594
(en células GFP") o Alexa Fluor 488 (en células RFP*) 5 pug/ml (Invitrogen). Se analizaron las neuronas

en las cuales colocalizaba la fluorescencia de la proteina reportera con la fluorescencia de la solucidon



interna, la corriente de fuga a -80 mV fue <100 pA y la resistencia de acceso <30 QM durante el
experimento.

La resistencia de membrana (R,,), la resistencia de acceso (Rs) y la capacitancia (C,) se
calcularon a partir de la corriente obtenida en respuesta a pulsos hiperpolarizantes de 10 mV y 40
ms de duracidén en voltage clamp, y con un filtro analdgico de 10 kHz y frecuencia de muestreo de 50
kHz. Rm ¥ Rs se calcularon a partir del valor de corriente en estado estacionario y del valor pico,
respectivamente. Cm se calculé a partir del drea de la corriente capacitiva.

La medicion de las corrientes de tipo inward rectifier (Kir) y corrientes de fuga se realizaron
aplicando escalones sucesivos de a 5 mV y 100 ms de duracién, desde -130mV hasta -40 mV. Luego

se realizd una curva |-V midiendo el valor de la
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desde -130 a -90 mV. Debido a que los canales Kir
Figura 13: Ejemplo de mediciones de Gentrante Y Gruga
Se muestra una curva |-V realizada en voltage

son bloqueados por Mg™ y poliaminas cuando la |
clamp.

corriente de potasio es saliente, el valor de Ia

conductancia de la componente saliente refleja principalmente la conductancia de los canales de
fuga de la membrana. Ese valor se calculd a partir de la curva |-V obtenida anteriormente, pero la
regresion lineal fue calculada con los valores entre -60 y -40 mV (Figura 13). La conductancia de Kir
se calculd restando la conductancia de fuga a la conductancia entrante.

El estudio de los potenciales de accidn se llevé a cabo en current clamp, la linea de base se
mantuvo a -70 mV. Se aplicaron pulsos de corriente despolarizantes de intensidad creciente (cada 5
pA) y de 200 ms de duracidn. Se conté el nUmero de espigas para cada escalén aplicado. Las
despolarizaciones subumbrales fueron medidas en ausencia de potenciales de accién, para

inyecciones de corriente de 5, 10, 15y 20 pA.



Las corrientes postsindpticas miniatura glutamatérgicas (mEPSCs) se midieron en presencia
de picrotoxina 100 uM (antagonista especifico de los receptores GABA,), CGP55845 100 nM
(antagonista de los receptores GABAg) y tetrodotoxina 0.5 uM (TTX, antagonista especifico de los
canales de sodio voltaje dependientes). Las corrientes sindpticas miniatura GABAérgicas (mIPSCs) se
midieron en presencia de 4 mM de acido kynurénico (antagonista de los receptores de glutamato
NMDA y AMPA), TTX 0.5 pM y CGP55845 100 nM. Los registros de eventos miniatura se obtuvieron
con un filtro analdgico de 2 kHz. Se analizaron los eventos utilizando el programa Mini Analysis
(Synaptosoft), luego fueron confirmados visualmente para eliminar los artefactos y el ruido. Se midié

la frecuencia y la amplitud media de la poblacién de eventos.

Inmunofluorescencia para BrdU

Los animales de entre 6 y 7 semanas de edad fueron inyectados intraperitonealmente con
50 ug de BrdU (analogo de timidina) por gramo de animal para marcar las células en division del giro
dentado adulto. BrdU (Sigma) se disolvio en solucidn fisioldgica (0,9% NaCl) 10 mg/ml y luego fue
filtrada con un filtro 0,22 um antes de cada inyeccidn. Para el estudio de sobrevida neuronal se
aplicaron en un dia 3 dosis separadas por 6 horas cada una. Se eligid este tiempo debido a que es el
descripto que dura el ciclo celular de las NPCs en el giro dentado de ratones adultos (Burns & Kuan,
2005). Los animales fueron sacrificados a los 7 y 35 dias posteriores a la inyeccidon (dpi)

intraperitoneal.

Perfusion, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

Los animales fueron anestesiados igual que para cirugia. La perfusion intracardiaca se realizo
por el ventriculo izquierdo a un flujo de entre 5 y 6 ml/minuto, primero con 50 ml de solucion
fisiologica con heparina (2.5 U/ml) y luego con 100 ml de paraformaldehido (PFA) 4 % en buffer
fosfato (PB) 0.1 M pH 7.2. El cerebro fue removido y almacenado en PFA 4% a 4° C durante toda la

noche. Al dia siguiente los cerebros fueron transvasados a un recipiente con sacarosa al 30 % en PB



0.1 M y mantenidos a 4° C hasta que desciendan al fondo del recipiente. Luego se procedié al
cortado por micrétomo. Para ello los cerebros fueron lavados con PB 0.1 M, se secaron, se removio
el cerebelo y el bulbo olfatorio. Se los colocd sobre una gota de PBS sobre la platina del micrétomo
de deslizamiento Leica SM 2000R, previamente enfriada con hielo seco. De esta manera el PBS se
congela simultdneamente con el cerebro, al cual inmediatamente se agrega hielo seco finamente
molido para su congelamiento rapido, y se lo deja durante 2 minutos. Inmediatamente se lo cortd
en secciones coronales de 40 um o 60 um de espesor, dependiendo el analisis posterior. Estas
secciones fueron recolectadas en solucién criopreservadora (3 voliumenes de glicerol, 3 volimenes
de etilenglicol y 4 volimenes de PB 0.2 M) y almacenadas a -20° C hasta el momento en que se
realiza la inmunofluorescencia. Ver protocolo de inmunofluorescencia en Anexo I.

Todos los anticuerpos fueron aplicados en solucion de bloqueo (ver Anexo ). Los
anticuerpos utilizados fueron: NeuN, anticuerpo monoclonal de raton (dilucidn 1:50, FH Gage,
UCSD); DCX, anticuerpo policlonal de conejo (1:750, cedido por C. Walsh, Harvard Medical School,
Cambridge); GFP, anticuerpo policlonal de pollo (1:500 AVES); Calbindin D-28, anticuerpo policlonal
de conejo (1:1000, Swant); calretinin, anticuerpo policlonal de conejo (1:1000, Swant); RFP,
anticuerpo policlonal de conejo (1:200 Millipore); BrdU, anticuerpo monoclonal de rata (1:200,
Abcam); HA anticuerpo policlonal de conejo (1:1000, Sigma); Arc, anticuerpo policlonal de conejo
(1:500, Synaptic Systems). Los anticuerpos secundarios se diluyeron 1:250: anti raton Cy5, anti

conejo Cy3, anti rata Cy3, anti pollo Cy2 (Jackson ImmunoResearch).

Para el estudio de morfologia del arbol dendritico en el microscopio de dos fotones, los
cerebros fueron cortados en secciones coronales de 400 pum utilizando un vibratomo, en forma
similar a la que se usd para las rebanadas agudas. Luego del corte las secciones fueron mantenidas

en PFA 4% en PB 0.1 M durante una noche, lavadas, y montadas en PVA DABCO.

La inmunohistoquimica realizada para los experimentos de sobrevida neuronal en las
regiones septal y temporal, se realizé con el protocolo anti BrdU y revelado con DAB (ver Anexo |).

Se utilizaron 7 secciones, comenzando por la mas septal y se tomd 1 seccidn cada 4 hasta llegar a un



total de 7. Para la regidn temporal se tomaron las secciones de la siguiente manera: la seccién mas
temporal fue la primera y de ahi se tomd 1 seccion cada 4, se tomaron un total de 7 secciones. Ver

el protocolo de inmunohistoquimica anti BrdU en el Anexo I.

Microscopia dptica, confocal, de dos fotones y andlisis de imagenes

Los estudios se realizaron utilizando secciones coronales de la region septal (-0.9 a -1.9 del
Bregma) o temporal (-2.7 a -3.88 del Bregma) o secciones a lo largo de todo el hipocampo
dependiendo de los experimentos. Los limites de las coordenadas septales y temporales se
definieron con las coordenadas dispuestas en el atlas del cerebro de ratén de Paxinos & Franklin. El
conteo de células BrdU* reveladas con DAB, se realizd con un microscopio dptico Leica DM LS2,
objetivo 100X, NA de 1.25, inmersidn en aceite, y las imagenes se adquirieron con un microscopio
Zeiss Axiovert. Las imdgenes de inmunofluorescencia se adquirieron utilizando un microscopio
confocal Zeiss LSM 510 Meta o Zeiss LSM Pascal (Zeiss, Jena, Alemania), excepto las tomadas para
medir el arbol dendritico total en secciones de 400 um, que fueron adquiridas con un microscopio
multifotdn Zeiss LSM 710 NLO.

Las imagenes de inmunofluorescencia adquiridas para el analisis de colocalizacién se
tomaron a lo largo del eje Z de cada neurona GFP* en planos dpticos Unicos de un espesor de 0,7 a
1 um para los diferentes fluoréforos, aumento digital de 1 o 2, objetivo 40x, NA de 1.2 y la
inmersidn en agua. Se definié como DGC positiva para un cierto marcador aquella que colocalizaba
con dicho marcador en al menos la mitad de todos los planos que abarcaban el soma en el eje Z. En
el analisis se incluyeron las células GFP" localizadas en la SGZ (espesor de 10 um) y en toda la GCL.

Para el anélisis de morfologia de arbol dendritico en rodajas de 60 um se utilizé un objetivo
40x, de NA 1.3, inmersidn en aceite y el aumento digital varié entre 0.7 y 1. Se realizé un stack (una
pila de los planos dpticos obtenidos) a lo largo del eje Z y fue proyectada sobre el plano XY, esta
proyeccion fue la que se utilizé para las mediciones morfolégicas del arbol dendritico total. Se

reconstruyeron los planos en tres dimensiones, se realizd un set de 16 proyecciones panoramicas en



los ejes X-Y a diferentes angulos del stack. Los Z-stacks involucraron diferentes cantidades de planos
Opticos (1 um de espesor cada uno) de acuerdo al volumen del drbol dendritico de la neurona
analizada.

Para el conteo de espinas dendriticas, las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de
63X, NA 1.4 de inmersidn en aceite, se tomaron de 40 a 200 planos en el eje Z a intervalos de a 0.1
pm. Luego se realizé una proyeccidon en un solo plano (XY). En esta proyeccion se identificd
manualmente cada espina, incluyendo todas aquellas que estuvieran dentro de los 2 um de
distancia de la dendrita. Los fragmentos de dendrita que se tomaron para hacer la medicidn se
encontraban dentro de capa molecular medial y tenian al menos 50 um de longitud (Piatti et al.,
2011). Todas las imagenes se analizaron utilizando el software Zeiss LSM Image Browser.

Las imagenes tomadas con el microscopio multifotéon LSM 710 NLO fueron adquiridas con un
objetivo de 20X, acercamiento variable entre 0.7 y 1, con una NA de 1.0 y de inmersidn en agua. Se
utilizé el laser pulsado Chameleon Ultra Il (Coherent). Se tomaron entre 200 y 400 planos dpticos a
intervalos de 1 um. El drbol dendritico fue medido manualmente sobre las proyecciones sobre el
plano XY del z-stack. Para la adquisicién y andlisis de imdagenes se utilizdé el software ZEN 2009

(Zeiss).

Analisis estadistico

Todos los datos de la presente tesis fueron analizados estadisticamente utilizando los
programas GraphPad Prism 5 o Infostat (Universidad de Cérdoba). Las comparaciones entre
neuronas de la regidn septal o temporal de un mismo animal se realizaron con un analisis pareado.
Cuando los datos cumplian con la normalidad (distribucién de Gauss e igualdad de varianza), se
realizaron t-test de dos colas o ANOVA, con post-hoc test de Bonferroni. En los casos en que no se
cumplia la normalidad, los datos fueron transformados mediante diferentes funciones, segun lo
indicado (para lograr la normalidad). En aquellos casos donde no fuese posible aplicar una

transformacidn para lograr normalidad en las distribuciones, se utilizaron tests no paramétricos de la
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siguiente manera: Mann-Whitney para comparaciones independientes, Wilcoxon para
comparaciones pareadas, y Kruskal Wallis seguido de Dunn o Conover para comparaciones

multiples.



Resultados

Primera Parte - Desarrollo de las DGCs generadas a lo largo del eje septo-

temporal del hipocampo adulto

Objetivos y disefio experimental

En la primera parte de la tesis el objetivo fue evaluar si la actividad eléctrica del circuito
modula o afecta la velocidad de maduracion de las neuronas nuevas nacidas en el giro dentado
adulto.

Trabajos previos han demostrado que la GCL posee un gradiente septo-temporal en cuanto a
la actividad eléctrica medida por Arc (Piatti et al.,, 2011). También se ha demostrado que un
aumento en el grado de actividad eléctrica patoldgica (convulsiones) del giro dentado adulto afecta
la maduracién de las DGCs nuevas. Para determinar si la velocidad de maduracién es modulada por
los niveles de actividad eléctrica basal del microambiente en condiciones fisioldgicas, se llevaron a
cabo los siguientes experimentos:

1) Se investigd si la tasa de maduracion de las DGCs varia en las regiones septal versus
temporal del hipocampo, y si dicha variacion se correlaciona con el grado de actividad de los
circuitos neuronales locales. Para identificar las neuronas nuevas en tejido vivo y fijado, se utilizé un
retrovirus que codifica a la proteina fluorescente verde (GFP) y es capaz de integrarse Unicamente
en el genoma de células en divisién (Van Praag et al., 2002). Dicho retrovirus fue inyectado en el giro
dentado de ratones C57BL/6 de 6-7 semanas de edad mediante una inyeccion estereotéxica en la
region septal, medial o temporal. La expresion de GFP permitid identificar inequivocamente a las
neuronas nacidas en el giro dentado adulto tanto en tejido vivo como fijado, y fue posible estimar la
edad neuronal de acuerdo al tiempo transcurrido después de la inyeccién (dpi) (Espdsito et al.,
2005). Las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas GFP' identificadas bajo microscopio de

fluorescencia fueron medidas mediante la técnica de patch clamp en configuracién whole-cell en



rebanadas agudas de hipocampo de 400 um de espesor de la regidn septal o temporal. Con el fin de
establecer el curso temporal del desarrollo funcional se midieron las propiedades eléctricas de
neuronas GFP* desde 14 a 42 dpi. Como parametro de madurez se utilizé |a resistencia de membrana
(Rm), que es una medida de la densidad de canales en la membrana plasmatica. También se estudid
la colocalizacion con Calbindin, un marcador neuronal de expresidn tardia (presente en las DGCs
maduras). Estos ultimos experimentos se realizaron en colaboracidn con V. Piatti y M. Trinchero.

2) Se analizé la arborizacién dendritica de las DGCs nuevas a los 21 dpi, en la regién septal y
temporal. Se eligidé esta edad debido a que es la edad en la cual se encontrd la mayor diferencia
septo-temporal en el grado de desarrollo neuronal.

3) Se estudio si los cambios en la actividad eléctrica del nicho neurogénico pueden afectar la
tasa de maduracion neuronal. Estos experimentos fueron realizados en colaboracion con V. Piatti.

4) Se investigo si diferencias en la actividad del nicho neurogénico afectan la sobrevida de las

DGCs nuevas.

Variacion de la velocidad de maduracidn neuronal a lo largo del eje septo-

temporal en el giro dentado adulto

La mayor actividad basal en el circuito, se encontré en la regidn septal del giro dentado
(observado como una mayor densidad de DGCs que expresan Arc, figura 10), esta observacidn nos
llevd a investigar si el grado de actividad local podria influir la velocidad de maduracién neuronal.
Para ello se inyectd un retrovirus que expresa GFP y se analizd el grado de madurez en DGCs
localizadas en el giro dentado septal y dorsal a diferentes tiempos. Para analizar el grado de
madurez de las neuronas, inicialmente se hizo un estudio de colocalizacién por microscopia confocal
con el marcador de madurez Calbindin. En la figura 14 se puede observar en las imagenes de la parte
superior la sefial de Calbindin (rojo), GFP (verde), NeuN (celeste, un factor de transcripcion que se
expresa en ciertos tipos neuronales), y por ultimo la superposicion de todas las anteriores. El estudio

se llevé a cabo analizando la colocalizacién de neuronas GFP* con Calbindin en ambas regiones



septal (S) y temporal (T) de un mismo ratdn a lo largo del desarrollo neuronal, 14, 21, 28 y 56 dpi. El
analisis estadistico se realizé con un ANOVA de dos vias, el cual dio como resultado la maxima
diferencia de colocalizaciéon a los 21 dpi, como se observa en la figura 14 grafico inferior. Los
estudios de expresidon de Cb indican que las DGCs de la region septal y temporal del giro dentado
muestran una expresién maxima a los 28 dpi, lo cual sugeriria que las neuronas habrian alcanzado su
nivel de madurez completa. Sin embargo, este analisis sélo evalua la presencia o ausencia de un
marcador en forma “todo o nada”, pero no permite establecer posibles diferencias cuantitativas en
cuanto al grado de madurez. Por otra parte no hay evidencias sdlidas respecto al estadio de

desarrollo preciso donde comienza a expresarse Ch. Estos experimentos se llevaron a cabo en

colaboracién con V. Piatti y M. Trinchero.
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Por estos motivos se decidié ampliar el espectro de parametros para evaluar este problema
en forma cuantitativa. Se estudié entonces R,, que depende principalmente de la cantidad de
canales de K" en la membrana plasmatica. Neuronas mas maduras expresan una mayor densidad de
canales y, por lo tanto, R,, disminuye (Espdsito et al., 2005). Se midid R, a 14, 21, 28 y 42 dpi
utilizando registros en configuracién whole cell de la técnica de voltage clamp. Se inyectaron pulsos
hiperpolarizantes y se midié la corriente evocada al estado estacionario. En la parte A de la figura 15
se muestran registros representativos de neuronas a diferentes edades en la regidn septal y
temporal. Las neuronas de 14 dpi mostraron propiedades altamente inmaduras tanto en la regidn
septal como temporal (R, = 4.49 + 0.54 GQ vs. 3.88 £ 0.48 GQ). Una semana mas tarde se encontrd
una fuerte diferencia, en consonancia con los resultados observados por expresién de Cb: R, = 0.63
+0.93 GQ vs. 1.90 + 0.42 GQ, con p<0.001. Esto indica un grado de maduracién mas avanzado en
las DGCs de la region septal (figura 15.A, B). Notablemente y en contraposicién a los resultados
observados con Cb, los valores de R, a los 28 dpi todavia mostraron diferencias entre regiones: R, =
0.67 £ 0.07 GQ vs. 1.40 + 0.23 GQ, aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa. A los
42 dpi la R, fue de 0.39+ 0.04 GQ y 0.44 £ 0.08 GQ en la regién septal y temporal respectivamente.
Estos resultados indicaron que a lo largo del desarrollo neuronal R, disminuyé a mayor velocidad en
la regién septal respecto de la temporal, es decir la velocidad de maduracién fue mayor en la regiéon
septal. A los 21 dpi la diferencia fue maxima (menor R, en la regién septal) y siguid la tendencia
hacia los 28 dpi, ya a la edad de 42 dpi alcanzd el mismo valor en ambas regiones reflejando que

llegaron a un mismo grado de madurez.
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Las mediciones de R, y colocalizacion con Cb reflejaron diferencias en la velocidad de
desarrollo de las poblaciones neuronales, siendo mas rapida la velocidad de desarrollo de las
neuronas nuevas en la region septal, lo cual coincide con un mayor nivel de actividad basal de la
GCL. Ambas poblaciones de neuronas llegaron al mismo nivel de madurez a los 42 dpi (medicién de
Rm), mientras que a los 21 dpi se observé la maxima diferencia en ambas mediciones (R, y Cb).

Los valores de Rm y colocalizacion con Cb reflejan una diferencia en la tasa de maduracion
entre la regidn septal y la temporal, esta diferencia también deberia observarse en los parametros
morfoldgicos. Para ello se estudié la longitud del arbol dendritico total a los 21 dpi en ambas
regiones, la cuantificacion se dificulta debido a la disposicién del arbol dendritico de las DGCs a lo
largo de la capa molecular. Las dendritas proyectan perpendicularmente a la GCL y en forma de
cono, con lo cual en los cortes coronales de 60 um de espesor las dendritas de una neurona de la
region septal se observan enteras, en cambio cuando avanzamos hacia la regién temporal el giro
dentado comienza a curvarse y los cortes ya no son perpendiculares al eje septo-temporal por lo que
los arboles dendriticos de las neuronas en esta regidn se observan cortados. Para obtener neuronas
con arboles dendriticos relativamente completos en secciones de cerebro se debid realizar cortes de
gran espesor (400 um) y en forma transversal al eje del hipocampo, lo cual no se consigue con los
tipicos cortes coronales u horizontales debido a la curvatura del hipocampo. Este analisis debio ser
realizado con un microscopio de dos fotones que permitié obtener imagenes con buena penetracion
del haz confocal debido a su longitud de onda en el rango infrarrojo y el bajo background de
fluorescencia que emite el tejido con este tipo de tecnologia. En la figura 16 se muestran ejemplos
de reconstrucciones de z-stacks en el plano XY de una neurona en la regién septal y una de la region
temporal. Se midieron 9 neuronas de 21 dpi de la regidon septal y 12 neuronas de la region temporal.
La longitud observada fue de 891 + 73 um y 395 + 63 um (media + ES), respectivamente. De esta
manera se afirmd la diferencia en la madurez encontrada en ambas regiones a la edad de 21 dpi
(Figura 16), la cual se vio reflejada también en este parametro, confirmando asi que las neuronas en

la regidn septal maduran a mayor velocidad que en la region temporal en ratones sedentarios.
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Modulacidn de la actividad neuronal en la regién temporal por actividad fisica y su
efecto en el desarrollo de las DGCs nuevas

Para investigar el efecto de la actividad neuronal del ambiente local a la tasa de maduracion
neuronal, buscamos un estimulo fisioldgico que module la actividad del circuito hipocampal. La
actividad de la red hipocampal estd acoplada a la locomocién (Vanderwolf, 1969; Foster et al.,
1989). Por lo tanto, la tasa de disparo aumenta con la velocidad del ejercicio a lo largo del eje
longitudinal del hipocampo. (Czurkd et al., 1999; Maurer et al., 2005). Exploramos entonces el
efecto de correr en los niveles basales de actividad de la GCL.

Se midio la actividad basal de la GCL en grupos de ratones corredores, en estas condiciones
los ratones corren aproximadamente 3 kildémetros por noche (resultados no publicados y Allen et al.,
2001). Se realizé la cuantificacion de Arc al igual que en la figura 10 de la introduccién y se encontré
que en estas condiciones la actividad basal en la regidn septal se mantiene constante, pero en la
region temporal tiene un aumento sustancial (~150%) y es igual a la de la regidn septal (Figura 17.A),
estos experimentos fueron llevados a cabo por V. Piatti y M. Trinchero. Comparando estos
resultados con los de la figura 10.C se observé que la actividad basal en la region septal de ratones
corredores no aumenta respecto de la misma en ratones sedentarios. En los experimentos

descriptos en las figuras anteriores la actividad basal de la GCL correlaciona con el grado de madurez
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Figura 17: A- Cuantificacion de la densidad de neuronas Arc” en porcentaje de neuronas totales contadas en
cada regién de un mismo cerebro, ratones de 10 semanas de edad corredores. Se realizé un test pareado y no
se encontrd diferencias significativas p=0.73 test Wilcoxon, n= 9 ratones. B- Cuantificacién de neuronas GFP* de
21 dpi que colocalizan con Calbindin, los datos de ratones sedentarios son los mismos que en la figura 12 se
analizaron 462 neuronas de 8 ratones.
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de las neuronas nuevas a lo largo del eje septo-temporal siendo la maxima diferencia a los 21 dpi.
Dado que los ratones corredores muestran un aumento de actividad basal solamente en la region
temporal de la GCL, se decidid analizar la maduracién de las neuronas nuevas a 21 dpi en estas
condiciones. Para ello se midié la colocalizacién de las DGCs GFP* de 21 dpi con Cb (Figura 17.B).
Contrariamente a lo descripto en animales sedentarios, se encontré que no existen diferencias en
los porcentajes de colocalizacién entre las DGCs de la regidon septal y temporal en ratones
corredores a los 21 dpi, indicando que las neuronas aceleran la velocidad de maduracion en la region
temporal debido a la actividad fisica. Este incremento en la velocidad de maduracion se correlaciona
con el aumento en la actividad del circuito medido como mayor densidad de neuronas que expresan

Arc en la GCL.

Diferencias en la sobrevida neuronal en la regién septal versus temporal en ratones

sedentarios y corredores

Con el objetivo de analizar si la sobrevida neuronal es afectada por la actividad basal del
circuito, se estudio la sobrevida neuronal en la regidn septal versus la regién temporal en ratones
sedentarios y en ratones corredores. Se realizaron experimentos de marcado con BrdU de las
neuronas nuevas en ratones de entre 6 y 7 semanas de edad. El revelado de BrdU se realizé con DAB
para facilitar el andlisis posterior. Se analizaron 7 secciones septales y 7 secciones temporales de
cada ratdn, tomadas 1 en 4, la primera seccidn que se tomo en la region septal es donde comienza el
giro dentado, de la region temporal es donde termina el giro dentado. Se hizo el muestreo de esta
manera de modo de estandarizar el area analizada entre ratones, asi se recolectaron las mismas
secciones en cada raton y se pudo realizar un andlisis independiente del drea. Se contaron las
neuronas en la region septal y en la temporal de cada ratén (en las 7 secciones de cada uno) y se
calculd el cociente entre el nimero de neuronas septales y temporales. Se analizaron dos edades
neuronales 7 dpiy 35 dpi, de dos grupos: ratones sedentarios y corredores. En las figuras 18.Ay 18.B

se muestran micrografias de una seccion septal (A) y una seccidon temporal (B) de una
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inmunohistoquimica anti BrdU revelada con DAB, de un ratén sedentario. El grafico 18.C muestra
gue las neuronas nuevas sobreviven menos en la regién temporal que en la regidn septal, a los 35
dpi se observa una reduccién de un 54 % respecto de 7 dpi, p = 0.0036 (test no paramétrico de Mann
Whitney). En ratones corredores se observé una reduccién levemente menor, de un 33 %, p=0.012 t-
test (figura 18.D), pero significativa. Estos resultados indican que el aumento de la actividad en el
nicho neurogénico (debido a la actividad fisica) no favorece la sobrevida neuronal en la regién
temporal debido a que la diferencia a 35 dpi no es significativa si comparamos la sobrevida de las
neuronas a esta edad en los ratones sedentarios vs los ratones corredores, t-test p= 0,09 ns. La
actividad eléctrica del circuito no modula la sobrevida de las neuronas nuevas en la regién temporal

el hipocampo adulto, pero si la maduracién.

Figura 18: A y B:
ejemplos representativos
de inmunohistoquimica
revelada con DAB de una
T A : secciéon septal (A) vy
X A R ) temporal (B) de 35 dpi de
‘ e B un ratén sedentario. La
linea punteada abarca la
capa granular del giro
dentado, H= hilus, GCL
=capa granular. Las
flechas blancas sefialan
ejemplos de neuronas
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Una neurona que nace en un ambiente se desarrolla a una velocidad y tiene una probabilidad de
sobrevivir. Una neurona que se desarrolla en un ambiente eléctricamente mas activo, aumenta su
velocidad de maduracion y tiene la misma probabilidad de sobrevida que aquella que se desarrolla

en un ambiente eléctricamente menos activo. Qué sucede entonces con una neurona que se



desarrolla en un ambiente eléctricamente activo pero su velocidad de maduracién esta disminuida?

Esta pregunta se respondera en la siguiente parte de esta tesis.



Segunda Parte- Modificacion de la actividad intrinseca y su efecto en las DGCs

nacidas en el hipocampo adulto

Objetivo y disefio experimental

En la segunda parte de la presente tesis el objetivo fue disminuir la excitabilidad intrinseca
de las neuronas, de modo de tratar de silenciarlas eléctricamente y sin modificar el ambiente que las
rodea, para luego analizar su desarrollo y conectividad. Para ello se utilizé un retrovirus modificado
gue expresaba un canal de rectificacion entrante de potasio Kir2.1.

Debido a que la actividad eléctrica de las regiones septales y temporales correlaciona con la
tasa de maduracion, el efecto en la velocidad de maduracién podria ser debido a la actividad
eléctrica, pero no podemos descartar otras propiedades del nicho neurogénico o la posibilidad de
que existan diferencias en las células progenitoras neurales. Entonces nos propusimos caracterizar el
efecto de alteraciones en la excitabilidad intrinseca en el desarrollo neuronal y conectividad de
manera de célula auténoma. La estrategia elegida se basd en reducir la excitabilidad para disminuir
la actividad despolarizante (sub o supraumbral) de las DGCs nuevas durante su desarrollo, de esta
manera tratar de silenciarlas eléctricamente. Para ello se redujo la R, a través de la sobreexpresion
de un canal de K* de rectificacidn entrante (Kir2.1) utilizando vectores retrovirales (Burrone et al,
2002; Cancedda et al, 2007). También se utilizé como control de especificidad un mutante del canal
que no conduce K* (Kir2.1yc).

Para determinar los efectos de la disminucién de la actividad eléctrica intrinseca en el desarrollo
neuronal:
1) Se modificd el genoma retroviral utilizado hasta el momento para expresar Kir y Kiryc
(mutado). Se logrd identificar las neuronas que expresaban el canal por la fluorescencia de la
proteina reportera GFP o RFP en tejido fijado y vivo.

2) Se analizo el grado en que la expresion de Kir2.1 altera la excitabilidad de las DGCs nuevas.
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3) Se estudio el desarrollo de las DGCs que expresan Kir2.1 desde el punto de vista morfolégico y
desde el funcional.
4) Se analizd la sobrevida de las DGCs nuevas con excitabilidad reducida a lo largo de su

desarrollo.

Clonado de Kir2.1 mutado (Kiryc)

Si bien la expresion de Kir2.1 se utilizd6 como herramienta para reducir la excitabilidad
neuronal, la expresién de una proteina de membrana podria ademas producir alteraciones
inespecificas en el desarrollo neuronal. Por ello se generé un canal Kir2.1 con un poro no conductivo,
para utilizarlo como control de sobreexpresion de una proteina similar que no alteraria la
excitabilidad neuronal. Se realizé una mutagénesis sitio dirigida para cambiar los aminodcidos
glicinaiay, tirosinaygs, glicinayss (GYG) por tres alaninas (AAA) de Kir2.1 de ratén. Los tres aminodcidos
GYG son esenciales para la conductividad del poro. Estudios previos demostraron que el mutante
AAA efectivamente no conduce (Burrone et al., 2002). Luego, el canal mutado fue clonado en el
vector que contenia el genoma viral. La mutagénesis sitio dirigido fue hecha por PCR como se
describié en el Anexo I. En la figura 19 se esquematizan los pasos realizados. En primer lugar se
realizaron dos PCRs con primers modificados que contenian la secuencia de nucledtidos cambiada
para que se generaran las mutaciones puntuales. Estas dos PCRs se utilizaron como molde para que
el canal contenga la mutacidon anteriormente descripta, luego se realizd la PCR solapada u
“overlapped” como se muestra en la figura 19. La PCR fue ligada al vector TOPO Zero Blunt, luego se
lo digirié con BamH1, para extraer el Kiryc y ligarlo al vector que contenia anteriormente al Kir2.1-
IRES-RFP. Lo mismo fue realizado para construir el genoma retroviral CAG-Kiryc-IRES-GFP, figura 19
parte derecha. Dado que los canales Kir son heterotetrdmeros que requieren cuatro subunidades
funcionales, Kiryc podria eventualmente actuar como dominante negativo, titulando los canales Kir
enddgenos y asi aumentar la excitabilidad neuronal, debido a la disminucién en la conductancia de

K+
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Figura 19: En la parte izquierda se esquematizé la secuencia de PCR que se realizd, en la parte media y
derecha se muestran graficamente las digestiones y ligaciones que se efectuaron para construir los genomas
retrovirales.

Expresion de Kir2.1y Kir2.1yc in vivo

Para evaluar si las construcciones virales eran funcionales in vivo se inyectd el virus CAG-
Kir2.1-IRES-GFP (Kir-GFP) o el CAG-Kiryc-IRES-GFP (Kiryc-GFP) en el giro dentado adulto. Los ratones
fueron mantenidos en jaulas que en su interior contenfan ruedas giratorias con el fin de aumentar la
neurogénesis y lograr una mayor infectividad retroviral (en general, insertos grandes tienden a
reducir la eficiencia del titulo viral). Luego de tres semanas post inyeccién se midieron los niveles de
rectificacion entrante de las DGCs transducidas con los diferentes virus: Kir-GFP, GFP o RFP como
controles negativos, y Kirnc-GFP como control de especificidad. En la figura 20.A se muestran
ejemplos de las corrientes obtenidas en registros de voltage clamp en neuronas expresando los
diferentes virus. El trazo celeste corresponde a una neurona que expresa Kir2.1, donde se observa

claramente el aumento de la corriente a valores hiperpolarizados respecto de las DGCs control
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(trazo negro), lo cual esta también representado en las curvas |-V de la figura 20.B. En las curvas se
distinguen dos pendientes, aquella en los potenciales mas despolarizados representa la
conductancia de pérdida; la pendiente observada en los potenciales hiperpolarizados representa la
suma de la conductancia de los canales de fuga (o pérdida) mas la conductancia de K* de
rectificacién entrante. Se encontré que a los 21 dpi las DGCs que sobreexpresan Kir muestran una
conductancia entrante (g;) alrededor del triple que los controles (figura 20.C). En forma
consistente, se observd una disminucion en la Ry, en las neuronas Kir2.1, lo cual es también el reflejo
de una reduccién en la excitabilidad intrinseca, figura 20.D. En cambio, las neuronas que expresan
Kirne mostraron una reduccion en gy, significativa y un aumento marcado en gy, lo cual indica que el
canal estaria funcionando como dominante negativo, reduciendo la corriente Kir enddgena. Por
ultimo, la sobreexpresion de Kir produjo una hiperpolarizacién en Vm, llevandola hacia valores mas
cercanos al potencial de equilibrio de K" (aproximadamente -105 mV), Figura 20.E, ndtese que Kiryc
mostré una tendencia opuesto (que no es estadisticamente significativa), de acuerdo a un posible
efecto de dominante negativo. Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de Kir es una

herramienta adecuada para reducir la excitabilidad neuronal en las DGCs nuevas.
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Figura 20: En el recuadro superior se esquematizan los genomas virales inyectados en esta seccidn experimental.
Abajo se muestra una linea temporal con el disefio experimental de expresidn in vivo de Kir2.1y sus controles. A
la derecha se muestran micrografias de infrarojo (donde se ve la pipeta de patch) y de fluorescencia. En rojo se
muestra una DGC de 21 dpi que expresa RFP, en verde el colorante utilizado para corroborar que la neurona
correcta fue registrada. A- Escalones de voltaje (5mV, 100 ms) desde -130 a -40 mV; Escalas: 100 pA, 10 ms. B-
Curva |-V generada a partir de los datos de A n= 12 (control), 12 (Kir) y 16 (Kiryc). C- Promedio de los valores de
gir- LOs valores de conductancia fueron obtenidos a partir de la curva I-V desde -130 mV a —90 mV. (* p < 0.05,
** p < 0.01, Kruskal Wallis y post-hoc Dunn). D y E- Promedio de resistencia de membrana y potencial de reposo,
n=22 (control), 29 (Kir) y 17 (Kiryc) ** p<0.001y p <0.0001, Kruskal Wallis seguido de un post test de Dunn.
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Efecto de Kir2.1 en la excitabilidad neuronal

Luego de lograr una alta expresidn del canal Kir2.1 en las neuronas nuevas (un aumento de
casi tres veces de la conductancia de K, (figura 20.C), se analizd si esta corriente puede afectar la
excitabilidad neuronal en términos de actividad despolarizante. Nos propusimos investigar qué
ocurria con las depolarizaciones subumbrales en las neuronas transducidas con los diferentes virus
(control, Kir y Kiryc). Las despolarizaciones subumbrales y supraumbrales de las neuronas estan
relacionadas con la elevacién de calcio intracelular, con el remodelado de cromatina, segundos
mensajeros y regulacion transcripcional (revisado por Wiegert et al., 2010). Se observd que las
neuronas Kir tienen una menor despolarizaciéon de su membrana a valores subumbrales comparadas
con las neuronas controles (CAG-GFP o CAG-Kiry¢) indicando que tiene afectada su excitabilidad de
membrana en respuesta a pequefias inyecciones de corriente, Figura 21.D. También estudiamos lo
gue ocurria en estas neuronas con la actividad neuronal medida como potenciales de accion (PA).
Para ello se midid la frecuencia de disparo de PA en respuesta a inyecciones sucesivas de corrientes
despolarizantes supraumbrales de la membrana en las DGCs de 21 dpi expresando GFP, Kir y Kiryc.
No se observé diferencias significativas entre los tipos neuronales y su despolarizacién de membrana
supraumbral, como muestra en la figura 21.H. En el grafico se evidencié que la curva que representa
a las neuronas Kir tiene un leve corrimiento hacia la derecha respecto de las neuronas control y de
las Kiryc. Este desplazamiento demuestra que una neurona Kir dispara su primer potencial de accién
a una mayor corriente inyectada que las neuronas controles. Si bien el efecto de Kir en el disparo de
PA a 21 dpi es muy sutil, el desplazamiento de la curva hacia la derecha es mayor en neuronas de 28
y 35 dpi (resultados previos Tesis Doctoral de S. Espdsito), esto indicaria que a medida que las
neuronas maduran el efecto de Kir es mayor. Estos resultados indican que las neuronas que
sobreexpresan Kir a los 21 dpi estarian respondiendo con las mismas caracteristicas que los
controles si tienen la misma aferencia supraumbral pero no responden de igual modo ante
despolarizaciones subumbrales. Este “silenciamiento” subumbral podria ser el responsable de

efectos en el desarrollo de las neuronas nuevas que sobreexpresan Kir.
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Figura 21: Disminuciéon de la excitabilidad debido a la expresién de Kir2.1. Parte superior izquierda: en violeta
protocolo de escalones de corriente despolarizantes, (5 pA, 400 ms de duracién, 20 escalones en total). A, By C:
Trazos representativos en current clamp de una neurona de 21 dpi control (negro), kir (celeste) Kiryc (naranja) a las
cuales se les aplico el protocolo. D- Cuantificacién en current clamp de la respuesta supraumbral (potenciales de
accidn) a los escalones de corriente despolarizante inyectada, el nimero de neuronas analizadas fue de 14 (control),
12 (Kir) y 14 (Kir y¢). E, Fy G: primeros 5 escalones depolarizantes de los trazos en A, By C, con una escala diferente
para observar la diferencia en voltaje entre los diferentes tratamientos. H- Anadlisis en current clamp de las
despolarizaciones de membrana subumbral (V,, mantenido entre -70 y -80 mV) en respuesta a los escalones de
corriente inyectados, el nimero de neuronas analizado para cada caso fue de n=19 (control), 14 (Kir) y 14 (Kiryc).
Para lograr la normalidad los datos fueron transformados con la funcidn logaritmo natural. ** p<0.01 ANOVA de dos
vias con post test de Bonferroni. Todos los datos representan la media +ES.
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Efecto de Kir2.1 en el desarrollo neuronal: aspectos morfolégicos

Se estudio el impacto de la reduccién de la actividad neuronal (sobreexpresidn de Kir) en el
arbol dendritico de DGCs de 21 y 35 dpi. Inicialmente, el analisis del arbol dendritico de las neuronas
Kir*, mostré ciertas dificultades debidas a la baja expresidn de la proteina reportera en el retrovirus
Kir-GFP. En esta construccion, GFP se sitla rio abajo de la secuencia IRES, y por lo tanto presenta
niveles de traduccién menores a aquellas construcciones en las que el gen reportero flanquea
directamente al promotor (CAG-GFP). Los niveles de fluorescencia asi obtenidos son insuficientes
para realizar microscopia confocal de calidad adecuada para la observacion del arbol dendritico,
aunque permiten identificar el soma de las DGCs transducidas. Para resolver este problema las DGCs
nuevas fueron co-transducidas con Kir-GFP y otro retrovirus expresando RFP, de tal forma de poder
estudiar la morfologia de aquellas neuronas RFP* que mostraran colocalizacién de rojo y verde (Kir)
en el soma, figura 22.A y 22.B. Se midiod el arbol dendritico de neuronas control y Kir. Se encontrd
gue las neuronas que sobreexpresan Kir tienen el arbol dendritico significativamente reducido a los
21y a los 35 dpi. Estas neuronas también poseen menor cantidad de ramificaciones en sus arboles
dendriticos a los 35 dpi, lo cual muestra una menor complejidad en el arbol. La reduccién del
desarrollo del arbol dendritico es un indicio que la maduracién neuronal estd retrasada. Para
confirmar que las neuronas tenian reducido su arbol dendritico, se decidié analizar la capacitancia

(Cm) de las neuronas a diferentes edades.



Hm Control
’é\ 1000 1 *EE e [:l Kir g 8-
<} g
= 800+ G 6
3 @
o 600+ o
§ 4001 kS
Q
B 200 1 & &
o =
E 0 § 0
= 21 35 2 21 35
Edad (dpi) Edad (dpi)

Figura 22: La reduccion de la excitabilidad en la morfologia neuronal de las DGC nacidas en el adulto A y B- Neuronas de 21 dpi
expresando el reportero fluorescente solo (RFP, rojo) o coinfectada con Kir (GFP, verde). DAPI (azul fue utilizado para marcar la GCL).
Escala 50 um. En la figura B en la parte inferior se observa un acercamiento de un plano confocal simple de los canales rojo y verde
por separado, son de la neurona que esta sefialada con la flecha. C y D — Ejemplos de mediciones de los drboles dendriticos, en
colores se observa cada uno de los fragmentos de dendrita analizados. E- Cuantificacion de la longitud total de los arboles dendriticos
de neuronas a diferentes edades en secciones de 60 um de espesor. *** p< 0.001 ANOVA de dos vias con Bonferroni post test. N= 14-
20 neuronas obtenidas de 5 a 8 ratones. F- Cuantificacion de las ramificaciones que posee cada arbol dendritico. ** p<0.01 ANOVA
dedos vias con Bonferroni post test. N= 14-20 neuronas obtenidas de 5 a 8 ratones. Las barras representan media + ES.
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Cm es proporcional al drea de la membrana neuronal. Por lo tanto, si las DGCs que expresan
Kir son mas pequefias esto deberia también reflejarse en el valor de Cm. Registros electrofisiolégicos
revelaron que las DGCs que sobreexpresan Kir muestran valores reducidos de Cm a los 21 y 35 dpi
comparados con las DGCs que expresan GFP/RFP o Kiryc, (figura 23). Cabe destacar que los valores
de Cm de las neuronas que expresan Kiryc y GFP son similares, lo cual indica que el efecto de Kir
sobre la morfologia es especifico de la reduccién de excitabilidad y no se debe a la sobreexpresion
del canal en la membrana. La reduccién observada en el drea de membrana de las neuronas Kir
(como la medida de la capacitancia) es coincidente con la reduccién de la longitud del arbol
dendritico observada a 21 y 35 dpi (Figura 22.E), estos experimentos indican que existe un retraso en

la maduracién de las neuronas que sobreexpresan Kir2.1.
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Figura 23: Medicion de la capacitancia (Cm) en voltage clamp de neuronas de 21 y 35 dpi que sobreexpresan GFP, Kir2.1 o Kiryc. Debido a
la expresion de Kir indujo una reduccién significativa de Cm, pero no asf con GFP o Kiryc. Los datos de 35 dpi fueron transformados con la
funcion log para que logren normalidad. **p<0.01, ***p<0.001 ANOVA de dos vias con psot test de Bonferroni, n (nro de neuronas de al
menos 3 animales diferentes)= 42 (21 dpi, control), 41 (21 dpi Kir), 17 (21 dpi Kiryc), 15 (35 dpi, control), 15 (35 dpi, Kirnc) y 11 (35 dpi, Kir
we). Las barras representan media +SEM.

Efecto de Kir2.1 en el desarrollo neuronal: expresiéon de marcadores

Se estudié el efecto de la disminucién de la actividad eléctrica intrinseca en el fenotipo

neuronal. Estos experimentos fueron llevados a cabo en ratones corredores para ecualizar el nivel de



actividad basal al nivel maximo en la regidn septal y en la temporal. Se estudid la colocalizacién de
neuronas que expresan GFP, Kir o Kiryc con diferentes marcadores neuronales a lo largo de su
desarrollo. Los marcadores utilizados para este analisis fueron: Calbindin (indica madurez neuronal)
o Doublecortin o Calretinin (inmadurez neuronal). Estos marcadores se expresan a diferentes edades
de las neuronas en desarrollo, lo cual nos permite trazar ventanas de crecimiento y medir la
velocidad de desarrollo de una neurona que nace en el adulto. Con este estudio pudimos determinar
la velocidad de maduracién de las neuronas nuevas que se desarrollan con una menor actividad
intrinseca.
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Figura 24: A, B- Ejemplos de DGC
controles o Kir" (verde) de 21 dpi, el
marcador neuronal NeuN (celeste) y
Doublecortin (DCX) (rojo). Imagenes de
planos Unicos para cada canal de
microscopia confocal. En el cuarto panel
se muestra la superposicién de todas las
sefiales, la escala es de 10 um. C-
Cuantificacion  del porcentaje de
neuronas Kir y control que expresan
DCX a diferentes edades neuronales 14,
21 y 35 dpi. Cada barra representa
datos obtenidos del recuento de 120 a
350 neuronas de un total de 3 a 5
ratones. Cada barra representa media +
ES. Las comparaciones fueron hechas
con ANOVA de dos vias seguido por un
test de Bonferroni. * indica p=0.05.
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Se encontrd que el grado de colocalizacién de doublecortin con las neuronas que expresan
Kir2.1 es casi el doble que el de neuronas controles a los 21 dpi (figura 24.C). A los 14 dpi y 35 dpi la
diferencia entre las neuronas control y las Kir no fue significativa mostrando que este retraso en la
expresion de DCX es temporario y que luego las neuronas Kir contintan desarrollandose.

Se estudié luego el patron de expresidn a lo largo del tiempo de Calbindin

(Cb).
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Figura 25: A y B- Ejemplos de neuronas nuevas
del DGC (verde) de 21 dpi, expresando Kir2.1 o
GFP solo, NeuN (celeste) y Calbindin (Cb) (rojo).
Imégenes de planos Unicos para cada canal de
microscopia confocal. En el cuarto panel se
muestra la superposicién de todas las sefiales y
la escala es de 10 pm. C- Cuantificacion del
porcentaje de colocalizacién de las neuronas
GFP" con Calbindin (control, Kir o Kir y¢) a
diferentes edades 14, 18, 21 y 35 dpi. Cada
barra representa datos obtenidos de contar un
total de 64 a 250 neruronas de un total de
entre 3 a 5 ratones. Cada barra representa
media + ES. Las comparaciones fueron hechas
con ANOVA de dos vias seguido por un test de
Bonferroni. * indica p=0.05.
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Se analizd la expresion de Cb en las neuronas que sobreexpresan Kir 2.1 y se observd que estas

poseian niveles reducidos de la expresion de Cb comparada con sus pares que solo expresan GFP o



Kirye a los 21 dpi. Notablemente, las neuronas que sobrexpresan Kiryc se comportan como las
neuronas que solo expresan GFP (figura 25.C), lo cual indica que el defecto en el fenotipo inducido
por Kir es especifico de la reduccion de la excitabilidad. A los 35 dpi DCX estaba ausente y la
expresion de Cb fue maxima en neuronas Kir y controles, lo cual sugiere que las neuronas Kir han
alcanzado el patréon de expresion de madurez en un ambiente activo eléctricamente.

También se analizd la expresidn de Calretinin en las neuronas que sobrexpresan Kir en la
figura 26, panel A se muestra una fotografia de microscopia confocal panoramica de una seccién, en
rojo la marca de calretinin, se aprecia la marca de este marcador en la zona subgranular donde se
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Figura 26: A — Proyeccidn de planos confocales panoramicos de una inmunofluorescencia para calretinin, en verde se
muestra neuronas controles de 14 dpi. En azul el marcador de ADN, DAPI. Escala: 100 um. B- Cuantificacion del
porcentaje de colocalizacion de las neuronas control o Kir de 14 dpi. Por cada barra se contaron de 102 a 238 neuronas
de 3 ratones. T-test *p<0.05

ubican las neuronas inmaduras y también en el primer tercio interior de la GCL, en verde neuronas
de 14 dpi transducidas con el virus control, en azul DAPI y en el cuarto panel la superposicion de las

sefiales anteriormente mencionadas. Se cuantificd el porcentaje de colocalizacién de neuronas



controles y neuronas Kir a los 14 dpi y se obtuvieron los valores mostrados en la figura 26.B. Este
parametro también coincide con los anteriores y demuestra que las neuronas que expresan Kir
poseen un menor grado de madurez a los 14 dpi comparada con las neuronas que solo expresan
GFP.

Todos los resultados expuestos en esta seccidn indican que las neuronas Kir, aquellas
neuronas que presentan la excitabilidad disminuida, poseen un retraso en la maduracion debido a
que colocalizan en mayor medida con marcadores de inmadurez y en menor porcentaje con
marcadores de madurez neuronal a lo largo de su desarrollo. A los 35 dpi la diferencia ya no es
visible debido a que llegan al maximo o al minimo de expresion dependiendo del marcador que
estemos observando. La actividad intrinseca seria entonces un factor esencial para una eficaz

velocidad de desarrollo de las DGCs nacidas en el adulto.

Efecto de Kir2.1 en el desarrollo neuronal: aspectos funcionales

Luego de demostrar que las neuronas nuevas que expresan Kir2.1 poseen una menor
velocidad de maduracién que las neuronas controles (GFP o Kiryc) y que poseen un arbol dendritico
mas reducido aun a los 35 dpi y esta caracteristica es mantenida en el tiempo, estudiamos si la
disminucidn en la longitud del arbol dendritico se ve reflejada en la integracién funcional. Para hacer
este estudio se realizaron experimentos de patch clamp en configuracion whole cell y se midio las
corrientes miniaturas excitatorias e inhibitorias. Se analizé la frecuencia y la amplitud de eventos.
Las neuronas que expresaban Kir mostraron una menor frecuencia de mEPSCs y mIPSC que las
neuronas controles, con pequefas diferencias en la amplitud. Esto refleja una limitada conectividad
aferente, como se muestra en la figura 27.

La diferencia observada en cuanto a la amplitud de los mEPSCs a los 21 dpi, podria deberse a
que los receptores glutamatérgicos estan concentrados en mayor medida en los pocos contactos
excitatorios funcionales o aunque muy poco probable también podria significar que las vesiculas

presinapticas contienen mayor cantidad de moléculas de glutamato. A los 35 dpi la amplitud ya no



fue significativamente mayor pero si lo siguié siendo la frecuencia de mEPSC, lo cual significa que las
neuronas Kir siguen teniendo menor aferencia excitatoria que sus pares controles (Figura 27.B). Al
medir los mIPSCs a los 35 dpi se encontrd que las neuronas Kir poseen una menor cantidad de
contactos GABAérgicos debido a la disminucion en la frecuencia (Figura 27.C). Esto tal vez se deba a
un balance homeostatico a nivel de célula auténoma entre la excitacién y la inhibicién.

Dado que las neuronas Kir muestran una menor frecuencia de mEPSC y las espinas
dendriticas son el lugar donde se forman las sinapsis glutamatérgicas, decidimos investigar si las
neuronas Kir poseian una menor cantidad de espinas dendriticas. Para ello medimos la densidad de
espinas de neuronas Kir y control de 21 y 35 dpi de dendritas que se ubican en la capa molecular
medial. No encontramos diferencias entre las neuronas Kir y control a los 21 y 35 dpi (Figura 27.F),
indicando que la formacidn de espinas no fue afectada. La disminucién en la frecuencia de mePSC en
las neuronas Kir se podria explicar entonces a que el nimero total de espinas dendriticas es menor,
ya que si uno multiplica la densidad de espinas por la longitud del arbol dendritico se podria
contabilizar el niUmero total de espinas. Las neuronas Kir poseen una longitud de arbol dendritico
menor a 21 y 35 dpi (Figura 22.E) e igual densidad de espinas que la control, de esta manera
obtenemos que el nimero total de espinas dendriticas en las neuronas Kir es menor y se puede
explicar la diferencia en mEPSC. Estos resultados demuestran que la reduccion de la excitabilidad

intrinseca retrasa la velocidad de maduracion en un ambiente activo eléctricamente.
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Figura 27: Conectividad de las neuronas que expresan Kir en el circuito hipocampal. A- en negro se muestra un registro
representativo en patch clamp configuracién whole cell en voltage clamp de neuronas de 21 dpi que expresan GFP, en azul
el mismo tipo de registro de una neurona que expresa Kir2.1. A la derecha se encuentran las cuantificaciones de mEPSC
n=8 (control) y n=14 (Kir) * p=0.025 (amplitud) y * p= 0.012 (frecuencia) t- tests. B- Los registros igual que en A, la edad de
las neuronas es de 35 dpi. n=14 para neuronas control y el mismo n para neuronas Kir **p=0.0094 (frecuencia), Mann—
Whitney test. Escala en Ay en B 5pA y 1s. En A y en B los registros fueron tomados en presencia de picrotoxina. C-
Registros igual que en A y B pero de corrientes inhibitorias. Los registros fueron tomados en presencia de Kynurénico.
n=12 (control) y n=8 (Kir). **p=0.0018, Mann-Whitney test. Escala 20pA y 1 s. D- Proyeccion en Z-stack de planos
confocales de espinas dendriticas de una neurona control y en E de una neurona Kir. Escala 5 pm. F- Cuantificacion de la
densidad de espinas dendriticas (niUmero de espinas dendritica por um de dendrita) de n= 16 fragmentos (21 dpi control,
en negro), n=13 fragmentos (21 dpi Kir, en celeste), n= 20 fragmentos (35 dpi control, en negro, n= 13 fragmentos (35 dpi
Kir, en celeste). Los fragmentos son de al menos tres ratones diferentes para cada barra. No se encontraron diferencias
significativas. Las barras representan la media + ES.
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Efecto de Kir2.1 en la sobrevida neuronal

En la neurogénesis adulta, una gran proporcion de las DGCs nuevas (>50 %) muere
entre la segunda y la cuarta semana de desarrollo (Kempermann et al., 2003). Estudios previos
mostraron que la sobrevida de las DGCs podria depender de una competencia por actividad
glutamatérgica aferente (Tashiro et al., 2006). En este contexto, un retraso en la maduracién
podria generar una “desventaja” en las nuevas DGCs al momento de competir con otras
neuronas. Dado que el retraso de la maduracién en neuronas que sobreexpresan Kir ocurre
dentro de este intervalo, se disefid una estrategia que permita comparar la sobrevida neuronal
de los diferentes grupos (Kir, Kiryc y RFP). Para ello se realizaron inyecciones intrahipocampales
de mezclas de virus GFP + Kir-RFP en una relacion de 1:10 y se sacrifico parte de los animales a
los 9 dpi (antes de la ola de apoptosis) y el resto a los 35 dpi (cuando ya se seleccionaron las
DGCs que sobreviven) (Figura 28.A). La idea fue que esta estrategia nos permitiria normalizar
la proporcién de neuronas Kir" que sobrevive a los 35 dpi respecto de aquellas presentes a los
9 dpi, a su vez todas ellas normalizadas a la poblacién de neuronas control (RFP). De esta
forma ademds se normalizd la transduccidon retroviral entre diferentes cerebros y
experimentos. Luego se dividié el nimero de neuronas Kir/control y se obtuvo una relacién de
células a los 9 dpi, la cual a su vez fue normalizada como valor 1. Se realizé el mismo
procedimiento en las neuronas de 35 dpi. Se observé que la relacion de neuronas Kir/control a
los 35 dpi disminuyé cerca de un 40 %, indicando que la poblacidn de neuronas Kir mostré una
sobrevida menor que las neuronas controles. Al realizar el mismo experimento con Kiryc se
observé que las neuronas Kiryc sobrevivieron mas que las control, alrededor de un 20%. Esto
pudo deberse a que el canal actia como dominante negativo aumentando la excitabilidad
intrinseca, lo cual favoreceria la activacién y por lo tanto la integracion y sobrevida de estas
neuronas nuevas (Figura 28.E). Este experimento muestra que la sobreexpresion del canal
Kir2.1 favorece la muerte neuronal a edades tempranas, lo cual indicaria que la actividad

eléctrica intrinseca es esencial para favorecer la sobrevida neuronal. Estos experimentos



fueron realizados en ratones corredores de modo de ecualizar la actividad eléctrica en la

region septal y temporal y que sea maxima.
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Figura 28: A- Esquema del disefio experimental.
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Tercera Parte- Generacion de nuevas herramientas para modular la
excitabilidad intrinseca en ventanas de tiempo acotadas en las DGCs

nuevas

Diseiio experimental

En la tercera parte, el objetivo es generar herramientas para aumentar o disminuir la
excitabilidad intrinseca de las neuronas nuevas en ventanas acotadas de tiempo. Estas herramientas
nos serviran para estudiar si existe un periodo critico en el cual la actividad eléctrica intrinseca es
esencial en el desarrollo e integraciéon de estas neuronas. Para ello se utilizardan retrovirus
modificados que expresaran Receptores Activables Solo por un Ligando Sintético (RASSL)
(Armbruster et al., 2007; Alexander et al., 2009.).

En la seccidon anterior demostramos que la actividad eléctrica es fundamental para el
apropiado desarrollo, integracién al circuito y sobrevida de las DGCs nacidas en el adulto. La
limitacién de la estrategia de expresar el canal Kir 2.1 en el genoma retroviral, fue que este canal se
expreso desde el dia que las neuronas fueron infectadas y se siguié expresando durante toda la vida
de las neuronas. La pregunta que queda abierta es si la actividad neuronal es necesaria durante toda
la etapa de desarrollo de las neuronas o si hay un periodo critico en el cual la actividad eléctrica
intrinseca es esencial para una eficiente integracién al circuito. Al utilizar la estrategia de
sobreexpresar el canal Kiryc con el retrovirus, no fue posible demostrar que éste es un dominante
negativo fuerte (es decir que titule la mayoria de los canales Kir enddgenos) y que aumente la
excitabilidad de las neuronas nuevas de manera eficaz. Es interesante plantear la hipdtesis de qué
sucederia si las neuronas nuevas nacidas en el adulto tuviesen una excitabilidad elevada, de modo
de aumentar la actividad eléctrica y como seria su desarrollo y su integracion al circuito.

Los RASSLs son receptores derivados del receptor humano de acetilcolina y estan asociados

a proteina G inhibitoria (el receptor RASSL hM3D) o activadora (el receptor RASSL hMA4D)



(Armbruster et al., 2007; Alexander et al., 2009). A su vez las proteinas G inhiben o activan canales
rectificadores entrantes de K" asociados a proteina G (GIRKS). El receptor hM3D esta asociado a una
proteina G inhibitoria la cual al activarse cierra los canales GIRK, disminuye la actividad de los
canales entrantes rectificadores de K*, la neurona disminuye la conductancia de K*, despolariza la
membrana y con ello aumenta la excitabilidad neuronal. Los receptores hM4D estdn asociados a
proteinas G activadoras, las cuales abren canales GIRK, aumenta la conductividad del K* llevando la
membrana a potenciales mas hiperpolarizados y la neurona es menos excitable (es un andlogo de la
expresion de Kir2.1). Los RASSLs solo se activan con un ligando sintético: CNO (clozapine-N-oxide) y
no se activan por acetilcolina, es el agonista endégeno del receptor del cual derivan los RASSLs. El
receptor hM4D ha sido transitoriamente expresado en neuronas de hipocampo cultivadas in vitro. Al
agregar CNO al medio extracelular se produjo una hiperpolarizacion del Vm de las neuronas y
previno el disparo de potenciales de accidén en estas neuronas. EI CNO activa una respuesta celular
en neuronas que expresan exégenamente el hM4D y demuestra su utilidad para silenciar neuronas
(Armbruster et al., 2007). Por otro lado se han modificado genéticamente ratones que expresan el
receptor hM3D bajo el promotor CaMKlla-tTA. Estos ratones expresaron el receptor en grandes
regiones de la corteza y luego de 3 horas de la administracion de CNO se logré medir estado de
epilepsia en varios individuos, demostrando la capacidad que tiene este receptor de producir
potenciales de accidon en neuronas in vivo (Alexander et al., 2009). CNO atraviesa la barrera
hematoencefalica y puede ser administrado intraperitonealmente o por via oral en el agua (Bender
et al., 1994). Al disefiar las construcciones virales también se tuvo en cuenta el modo de generar
proteinas independientes de la proteina reportera y que a su vez tengan altos niveles de expresién
(la secuencia IRES es muy ineficiente al traducir la proteina rio abajo). Para ello se utilizé la proteina
2A derivada de picornavirus, la cual se autocliva co-traduccionalmente (funciona como una inteina,
es una self-clivaje protein) generando una proteina reportera (en este caso GFP-2A) y otra proteina
independiente que se quiere expresar fusionada sélo con 2 aminoacidos de la secuencia 2A como se

muestra en la figura 29 (Trichas et al., 2008). Los RASSLs tienen una secuencia de hemaglutinina



(HA) que les permite ser detectados por inmunofluorescencia debido a que no existen anticuerpos
que puedan distinguirlos del receptor de acetilcolina enddgeno. Se generaron las construcciones
virales y se inyectd el retrovirus intrahipocampalmente, los ratones poseian ruedas en sus jaulas
para aumentar la cantidad de neuronas transducidas. Se caracterizo la expresion de los receptores y
la accién autocatalitica del péptido 2A. Para completar los estudios se analizé la funcionalidad de los
receptores hMA4D utilizando técnicas electrofisioldgicas en rebanadas agudas de hipocampo adulto.
Se estudié ademas la funcionalidad de los receptores hM3D in vivo luego de la administracion
intraperitoneal de CNO, para lo cual se analizé la expresion del gen de respuesta inmediata Arc en

neuronas GFP" expresando h3MD.

genoma retroviral | CAG — hM4D | | CAG

proteinas expresadas -,
clivaje co-traduccional

o

2 aminoacidos del péptido 2A que quedan fusionados a la proteina que se encuentra rio abajo

Figura 29: Esquema representando la configuracion final de las proteinas luego que son traducidas. En la parte
superior se esquematizan los genomas retrovirales de las construcciones utilizadas en esta seccidn de la tesis.

Expresion de hM3D y hM4D en DGCs nuevas

Con el fin de estudiar la funcionalidad de las construcciones virales generadas, se analizé la
expresion de los receptores hM3D, hM4D y la proteina reportera GFP en las neuronas nuevas. Para
ello se inyectaron intrahipocampalmente ratones de 6 a 7 semanas de edad, con la construccion
viral conteniendo al genoma de GFP-2A-hM3D o GFP-2A-hM4D, figura 29. Luego de 4 semanas, los
ratones fueron sacrificados y se realizé una inmunofluorescencia en rodajas de cerebro de raton
para detectar el epitope HA. Se analizé la expresidon de las diferentes proteinas por microscopia
confocal. En la figura 30.A, se observa el soma de neurona transducida con el virus CAG-GFP-2A-
hM3D, en rojo el patréon de distribucidn del epitope HA y en verde el patrén de GFP. Se utilizé una

funcidn del software la cual permite analizar la intensidad de fluorescencia de los canales utilizados
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a lo largo de un vector. Sobre el vector que se realizé el perfil de fluorescencia de ambos canales, se
observa mayor intensidad de fluorescencia roja (canal que representa a la marca de HA que estd
fusionada al receptor hM3D) en la regién de la membrana plasmatica. La fluorescencia de GFP se
observa de manera difusa y con igual intensidad a lo largo del soma, indicando que la proteina se
encuentra en el citoplasma vy distribuida uniformemente. Este patrén indica dos cosas: el receptor
hM3D estd inserto en la membrana y no esta fusionado a GFP, lo cual demuestra que el péptido
autoclivable 2A ha realizado el clivaje del enlace peptidico y se generaron dos proteinas
independientes, el receptor hM3D y la proteina GFP. En la figura 30.B se muestra el mismo analisis

que en 30.A pero para la construccion viral CAG-GFP-2A-hM4D.
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Figura 30: Inmuno fluorescencia anti HA. A- Neurona de 28 dpi infectada con el virus GFP-2A-
HAhM3D, en la parte superior se muestra un plano Unico de una foto tomada con el microscopio
confocal. En rojo se muestra la marca del epitope HA en verde se observa la fluorescencia de la
proteina GFP. La flecha blanca representa un vector analitico de la intensidad de fluorescencia en
unidades arbitrarias. El perfil indica la intensidad de fluorescencia pixel por pixel a lo largo del
vector, y se describe en la parte inferior de la figura, en el eje x se expresa la distancia recorrida
por el vector en micrometros y en el eje Y la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias
para los dos canales. B- Igual que en la figura A, pero la neurona fue infectada con el virus que
codifica para la construccion GFP-2A-HAhMA4D. La escala es el vector para cada una de las fotos



Medicién de la funcionalidad de hM4D y hM3D en DGCs nuevas

Se realizaron ensayos funcionales del receptor hM4D, para ello los ratones fueron
inyectados con el retrovirus a las 6 -7 semanas de edad. Luego de 3 semanas los ratones se
sacrificaron y se realizaron experimentos de patch clamp en configuracion whole cell en rodajas
agudas de hipocampo. Se midié la resistencia de membrana de las neuronas GFP* antes y después
del agregado de 10 um CNO en el flujo de perfusidn. La resistencia membrana (R,,) toma su valor en
funcién de los canales insertos en la membrana que se encuentran abiertos, si la R, cambia
podemos saber si alglin canal modificd su conductancia. Al agregar CNO, se une al receptor, este
activa a una proteina G activadora, la cual genera la apertura de canales GIRK, de esta manera la
resistencia de membrana disminuye. En la figura 31 se muestra la R,, de 4 neuronas GFP* de 3
semanas de edad sin CNO. La Rm fue medida con un pulso hiperpolarizante de 10 mV y 40 ms de
duracion (como se describe en materiales y métodos) antes y 5 minutos después del agregado de la
droga. En la figura 31 se observa una disminucién en el valor de la R,,,. Esta diferencia es significativa,
lo cual indicaria que el receptor esta disminuyendo la excitabilidad de la neurona. Este resultado es

preliminar debido a que el nimero de neuronas analizado hasta el momento es bajo.
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Con el fin de medir la actividad in vivo del receptor hM3D en neuronas nacidas en el adulto,
se realizaron estudios de colocalizacién de neuronas GFP* de 28 dpi con la proteina Arc, que se

expresa cuando la neurona dispara potenciales de accion. Para ello se inyectd IP 10mg/Kg de CNO



(en ratones que habian sido inyectados intrahipocampalmente 28 dias antes con el virus CAG-GFP-
2A-hM3D) y luego, a diferentes tiempos post inyeccién de CNO se perfundié a los animales y se
realizd una inmunofluorescencia anti Arc y se contd el porcentaje de colocalizacion de neuronas
GFP* Arc’. En la figura 32 se muestra un ejemplo de una proyeccién en el plano XY de varios planos
confocales de una inmunofluorescencia anti GFP* (verde) y anti Arc (rojo) a las 7 horas de la
inyeccion intraperitoneal de CNO (en el panel de la derecha se observan neuronas amarillas lo cual
indica la superposicion de los colores, es decir la colocalizacién). La cuantificacién de la
colocalizacidn total estd en proceso de analisis. El resultado de haber encontrado neuronas de 28
dpi colocalizando con Arc es muy positivo ya que en nuestro laboratorio no hemos encontrado DGCs
nacidas en el adulto de 28 dpi que sean positivas para este marcador de actividad. Tampoco hay
bibliografia en la cual describan que a los 28 dpi las DGCs nuevas colocalizan con este marcador de

actividad.

Figura 32: Inmunofluorescencia anti Arc en el panel izquierdo, anti GFP en el panel central, a la derecha se muestra
la suberposicion de ambas micrografias.

En esta seccidn hemos construido herramientas novedosas que funcionarian como activadores o
inhibidores de la actividad neuronal. Estamos llevando a cabo experimentos para demostrar la
activacion de estos receptores en las DGCs nacidas en el adulto por medio de la administracidn de la

droga via oral. Los experimentos estan en proceso de andlisis.



Conclusiones

La diferencia en la actividad eléctrica de la GCL a lo largo del eje septo temporal en los
ratones sedentarios muestra una correlacién entre la actividad del circuito y la velocidad de
maduracion de las neuronas nuevas. Esto significa que la velocidad con la cual una neurona se
desarrolla esta afectada por la actividad eléctrica del circuito que la rodea. Al aumentar la actividad
eléctrica por medio del ejercicio fisico en la regién temporal, ésta se correlaciond con un aumento
en la velocidad del desarrollo neuronal en dicha regidn. La sobrevida neuronal se vio afectada en la
region temporal, pero ésta no se moduld por la actividad fisica, la sobrevida no aumentd en esta
region al exponer a los ratones a ejercicio fisico, lo cual quiere decir que la sobrevida neuronal no se
ve modificada por la actividad eléctrica del medio ambiente, solo la velocidad de maduracion es
modulable por este factor.

La reduccidén en la excitabilidad intrinseca inducida a través de la sobreexpresion de Kir2.1
genera un enlentecimiento de la maduraciéon neuronal a partir de la segunda semana de desarrollo.
Estos resultados demuestran que el desarrollo neuronal es modulado por la actividad del circuito a
través de la despolarizacién subumbral y/o el disparo de potenciales de accién especificamente.
Notablemente, este mecanismo de regulacién se hace evidente cuando las neuronas poseen una
excitabilidad madura y comienza a desarrollarse la inervacidon glutamatérgica. Las neuronas que
expresan Kir, al no poder conectarse con el circuito como sus pares controles, mueren
prematuramente. En cambio las neuronas que sobreexpresan Kiryc, las cuales podrian tener
aumentada su excitabilidad intrinseca y de esta manera la actividad neuronal aumentada,
sobreviven en mayor porcentaje que las neuronas controles. Esto demuestra que la actividad
eléctrica neuronal es traducida como una sefial para la maduracion de las DGCs nacidas en el adulto
y para la sobrevida de estas neuronas nuevas.

Hemos logrado construir nuevas herramientas que aumentan o disminuyen la actividad
neuronal de manera de célula auténoma. Se pueden controlar de manera remota y durante

ventanas de tiempo acotadas.
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Discusion

En la primera parte de esta tesis nos propusimos estudiar el efecto de la actividad del
circuito en el desarrollo neuronal de las neuronas nuevas del giro dentado adulto. En trabajos
previos (Overstreet-Wadiche et al., 2006) se demostré que un aumento inducido en la actividad
eléctrica de manera patoldgica (convulsiones) aumentaba la velocidad de desarrollo neuronal. En
nuestro laboratorio se encontré que en la regidn septal del hipocampo la actividad eléctrica del
circuito es mayor que en la region temporal, figura 10 de la introduccion, esta diferencia encontrada
nos volcé a estudiar la velocidad del desarrollo neuronal en estas dos regiones. Gracias a la
utilizacion de retrovirus pudimos hacer experimentos electrofisiolégicos y de medicion de
morfologia neuronal individual a diferentes tiempos de la vida de las neuronas, lo cual nos permitié
tener datos precisos de R,y longitud de arbol dendritico total. Se encontré que en un ambiente mas
activo eléctricamente (la region septal) las neuronas se desarrollan a mayor velocidad. En base a
estos resultados se estudio lo que sucedia si se modulaba la actividad eléctrica de una region de la
GCL. Se encontré que al exponer a los ratones al ejercicio fisico voluntario la actividad eléctrica de la
GCL (medida como la cantidad de neuronas totales Arc’) aumentaba en la regién temporal (figura
17.A). En estudios previos se habia demostrado que el aumento de la actividad fisica aumentaba la
tasa neurogénica en la region dorsal del giro dentado (Snyder et al., 2009). Se estudid la velocidad
de desarrollo neuronal en la regiéon temporal cuando los ratones hacian ejercicio voluntario y se
observé que al aumentar la actividad eléctrica de la GCL, aumentaba la velocidad del desarrollo
neuronal entre la segunda y la quinta semana de vida de las neuronas en esta region. Con estos
datos se aporté una funcidn adicional al ejercicio fisico en la neurogénesis adulta del hipocampo, la
cual consiste en la aceleracién de la maduracién neuronal, hasta ahora no descripto a nivel de célula
auténoma, reportado en Piatti et al., 2011. En un trabajo de Wu y colaboradores (2008) se analizé la
maduracién de neuronas DCX" en el giro dentado de ratones de mediana y avanzada edad los cuales

estuvieron sometidos a una cinta para correr de manera controlada durante 5 semanas. El ejercicio



fisico aumenté el porcentaje de neuronas DCX" y las neuritas se extendian a lo largo de toda la capa
molecular (MCL). También observaron una disminucién en la proporcién de neuronas DCX' con
dendritas basales o paralelas a la GCL, lo cual es comparable con un avance en la secuencia de
maduracién neuronal (Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006).

El fendmeno de aumentar la velocidad en la maduracién neuronal solo se observé
especificamente en el giro dentado temporal de ratones corredores, donde el ejercicio aumenté la
actividad de la GCL, por lo que la maduracidn neuronal dependié de la actividad del circuito local.
Estudiamos entonces si la actividad eléctrica del circuito impactaba de alguna manera en la
sobrevida de las neuronas nuevas, ya que estudios previos daban indicios que la sobrevida neuronal
de las neuronas nuevas aumentaba cuando los ratones eran expuestos a un ambiente enriquecido
(Nilsson et al., 1999). Wu vy colaboradores también describieron que la sobrevida de neuronas
nuevas nacidas en ratones de mediana edad era incrementada cuando los ratones eran expuestos a
una rueda para aumentar actividad fisica. En esta tesis se encontré que las neuronas de la regién
temporal sobreviven menos que las neuronas que se desarrollaban en la region septal de los ratones
sedentarios, figura 18. Se estudié si un aumento en actividad eléctrica del circuito en la region
temporal modularia la sobrevida de las DGCs en la regiéon temporal, para ello se realizaron
experimentos de sobrevida neuronal en ratones corredores. Se observé que la sobrevida neuronal a
los 35 dpi en la region temporal no se ve incrementada respecto de la septal por un aumento en la
actividad eléctrica del circuito. El porcentaje de neuronas que sobrevive en la regidn temporal
comparada con la septal es igual en ratones sedentarios y corredores. Estos resultados sugieren que
la maduracion neuronal estaria afectada por factores que se liberan cuando un animal se ejercita
voluntariamente, por ejemplo BDNF (brain derived neurotrofic factor) (Seifert et al., 2010), pero
también se ha visto que existe un tipo de plasticidad neuronal en ratones corredores que es
independiente de BDNF (Ferreira et al., 2011). Estos factores actuarian en sinergia con la actividad
del circuito aumentando la velocidad de desarrollo neuronal. En cambio la sobrevida neuronal en la

region temporal de los ratones corredores no estaria modulada por la actividad del circuito. Lo que
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se ha demostrado recientemente es que el ejercicio fisico voluntario aumenta la sobrevida de los
progenitores tipo 3 y seria la via de Notch la involucrada en este proceso (Brandt et al., 2010).

La idea de que la actividad intrinseca aumenta la sobrevida neuronal, se demostrd en
experimentos en los cuales se estimuld con un protocolo de alta frecuencia la via perforante y se
indujo la expresidn del gen de respuesta temprana (IEG) Arc/Arg3.1 en la GCL, las neuronas que
expresaban este gen lograron una mayor sobrevida (Kuipers et al., 2009). También lograron una
mayor sobrevida neuronas granulares que expresaban IEG relacionados con actividad neuronal
como lo son Zif 268 o c-fos (Tashiro et al., 2007). La sobrevida neuronal también se vio afectada
cuando las DGCs expresaban un dominante negativo de CREB el cual fue expresado en las neuronas
por medio de un retrovirus (Jagasia et al., 2009). CREB es un factor de transcripcién que responde a
AMP ciclico y es un efector de respuesta rapida intracelular de factores de crecimiento (Lonze y
Ginty, 2002). Hay evidencia que la sefializacion via CREB esta regulada dependiendo de actividad
durante la neurogénesis en la zona subventricular y participa de la maduracién neuronal (Giachino
et al., 2005).

BDNF es una proteina secretada, de la familia de las neurotrofinas que tiene numerosas
funciones en el desarrollo y en la plasticidad del sistema nervioso. (Poo, 2001). BDNF esta
involucrado en la proliferacion, diferenciacidn, plasticidad sinaptica y sobrevida neuronal (revisado
en Mattson 2008, Cotman & Berchtold, 2002.) La exposicién a una amplia gama de estimulos
ambientales lleva a la expresion del mRNA de BDNF en las regiones del cerebro que fueron
activadas, sugiriendo que la induccion de la transcripcién de BDNF es un mecanismo comun para la
modulacién ambiental de la funcién neuronal (Lu B. et al., 2003). El ejercicio voluntario genera un
aumento de BDNF en todo el hipocampo de ratones adultos y esto produce un aumento en la
neurogénesis adulta (Kobilo et al., 2011). La falta de BDNF (ratones knock-out) en el hipocampo no
permite el desarrollo ni la sobrevida de las neuronas nuevas (Choi et al., 2009). Por otro lado

Bergami y colaboradores, estudiaron el desarrollo de las DGC en el adulto de un ratén knock out



condicional inducible, en el cual se deletaba el receptor de BDNF, TrkB, a los 28 dpi estas neuronas
presentaban defectos en el desarrollo morfoldgico y en su sobrevida.

Con los resultados observados en esta tesis, si BDNF hubiese sido el unico factor involucrado
en el desarrollo neuronal, deberiamos haber encontrado un aumento en la velocidad de desarrollo
no solo en la region temporal, sino también en la regidon septal de los ratones corredores respecto
de los sedentarios. El hecho que no hayamos encontrado un incremento en la tasa de maduracion
de la region septal de los ratones corredores respecto de los sedentarios, nos da indicios que BDNF
no es el Unico factor que acelera la maduracién. Proponemos que la actividad eléctrica intrinseca
también tiene que estar ejerciendo un rol, debido a que solo se acelerd la maduracién en aquella
region que aumento la actividad eléctrica del circuito. Se han propuesto efectos sinérgicos entre la
actividad neuronal y BDNF para la modulacién de la conectividad y la plasticidad sindptica (Schinder
and Poo, 2000). BDNF modula la transmision sindptica y también la respuesta de las neuronas
postsindpticas dependiendo de la actividad simultdanea de ambas neuronas, de las concentraciones
de calcio y de la actividad de los receptores de glutamato del tipo NMDA (Pozzo-Miller 2006).
Existen indicios que habria una retroalimentacion positiva entre la expresion de Arc y BDNF en la
potenciacién a largo plazo (LTP). La sintesis de Arc es requerida para la induccién y mantenimiento
de LTP inducido por BDNF (Messaoudi et al., 2007), esta potenciacion induce un aumento en la
expresion de Arc en las mismas neuronas (Ying et al., 2002).

La incorporaciéon de neuronas nuevas al circuito hipocampal podria representar un
mecanismo de plasticidad estructural de esta regidon del cerebro con propiedades especificas
dependiendo del estado de actividad eléctrica del circuito como de actividad fisica del animal. Este
mecanismo puede modular el nimero de neuronas nuevas y a su vez el tiempo que tardan estas
unidades funcionales en integrarse completamente al circuito, ddndole una propiedad Unica que es

la plasticidad del circuito a través del tiempo de maduracidn neuronal.



En la segunda parte de esta tesis estudiamos si las despolarizaciones subumbrales y el
consiguiente disparo de potenciales de accion (actividad eléctrica intrinseca) de una neurona en
desarrollo en respuesta a sefiales ambientales afectan el proceso de maduracién de las neuronas
nacidas en el giro dentado adulto. Para este estudio se redujo la excitabilidad neuronal in vivo, sin
alterar el ambiente que la rodea, se modificé el genoma de MMLV para que exprese un canal de
potasio de rectificacidén entrante (Kir2.1) y como control de especificidad un Kir2.1 que no conducia
corriente, denominado Kiryc (Burrone et al., 2002). Con esta estrategia se logré reducir la Ry, con lo
cual se logré disminuir las despolarizaciones subumbrales a los 21 dpi y la excitabilidad a partir de
los 35 dpi (tesis doctoral Soledad Espdsito). La alteracion de la excitabilidad produjo cambios en los
marcadores de maduracién a partir de la segunda semana de desarrollo, como se puede observar en
la figura 26, las neuronas Kir poseen una mayor expresién de calretinin, es una proteina que se
expresa cuando la neurona es inmadura. A partir de la tercera semana cuando estas neuronas
comienzan a conectarse al circuito, los marcadores de maduracion neuronal se vieron afectados.
DCX es un marcador de inmadurez, a los 21 dpi las neuronas Kir poseen un significativo aumento de
la colocalizacion con este marcador respecto de las controles (Figura 24). Por otro lado a esta misma
edad, el marcador de madurez Calbindin, mostré diferencias de expresién en las neuronas Kir, en
este caso un menor porcentaje de colocalizacién que sus pares controles. (Figura 25). Se observo
una atrofia a nivel de desarrollo del arbol dendritico. En conclusidn, la sobreexpresion de Kir2.1 trajo
como consecuencia principal un retraso en el desarrollo neuronal que se evidencid a partir de la
segunda semana de edad. Estos hallazgos permiten demostrar que la actividad eléctrica neuronal
modula el proceso de desarrollo en el giro dentado adulto a través de la accién directa de la
actividad del circuito.

En los estudios de conectividad aferente excitatoria e inhibitoria encontramos que las
neuronas que sobrexpresaban Kir poseian una cantidad inferior de contactos sinapticos a los 21 y
35 dpi, reflejada en la disminucién de la frecuencia de mEPSCs, curiosamente estos eventos poseian

mayor amplitud (solamente a los 21 dpi). Por otro lado la cantidad de contactos inhibitorios



medidos como frecuencia de mIPSCs, también fue menor en las neuronas de 35 dpi. Estas
diferencias pueden ser debido a una compensacion homeostatica sinaptica que estan llevando a
cabo las neuronas que se desarrollan en condiciones menos excitables y por consecuencia con
menor actividad eléctrica. Estas neuronas se estan desarrollando en una red compleja la cual esta
compuesta por diferentes tipos celulares, tanto neuronas excitatorias como inhibitorias. Pequefios
cambios en el balance entre la excitaciéon y la inhibicion (balance E/I) pueden tener un fuerte
impacto en el desarrollo y actividad de esa neurona, este balance estd estrictamente regulado. La
capacidad de la red para compensar las perturbaciones internas o externas para lograr mantener un
patrén de disparo o una excitabilidad adecuada, no es trivial y requiere de mecanismos que ajusten
la fuerza de la excitacién y de la inhibicién de cada una de las neuronas. Existen formas de
homeostasis sindptica que ocurren a través de cambios en la funcidn de la presinapsis o de la
postsinapsis (revisado en Turrigiano 2011). Tal vez sean estos mecanismos los que regularon el
balance de excitacién/inhibicion de las neuronas que sobreexpresaban Kir. Existen mecanismos
biofisicos que le permiten a las neuronas escalar la fuerza sinaptica para incrementarla o
disminuirla. Este “escalado sinaptico” es un proceso auténomo de célula en el cual las neuronas
censan su propia actividad a través de cambios en el disparo de potenciales de accion (PA),
despolarizaciones subumbrales y entrada de Ca". Por ejemplo, se ha encontrado que el bloqueo
selectivo de neuronas piramidales corticales genera un escalado de la fuerza sindptica del mismo
grado que el que genera el bloqueo de la actividad de la red, este proceso requiere que disminuya la
entrada somatica de calcio, genera una reduccidn en la activacién de la kinasa dependiente de calcio
calmodulina CaMKK y genera una reduccion en la transcripcion (lbata et al., 2008). Esta sefializacion
luego conduce a una acumulacion de receptores AMPA (AMPAR) en la membrana de todas las
sinapsis excitatorias, escalando hacia arriba la amplitud de los eventos miniatura y aumentando la
transmision sinaptica. Este aumento de AMPAR en respuesta al bloqueo de la actividad se detectd
como un aumento de la densidad de la subunidad AMPA GIuR2 (Gainey et al., 2009). Esto es distinto

a lo que sucede durante LTP, ya que la subunidad que cambia su expresion en ese caso es GluR1.



(Malenka y Bear, 2004). En nuestros experimentos de medicion de aferencia excitatoria a través del
estudio de mEPSC observamos que las neuronas Kir muestran una escalado sindptico en respuesta a
la disminucion de actividad, basados en el aumento de la amplitud de las respuestas miniatura
excitatorias. Por otro lado no encontramos un aumento en la cantidad de sinapsis excitatorias, pero
si observamos una disminucién en la cantidad de contactos sinapticos inhibitorios, reflejados en la
disminucién de la frecuencia de mIPSCs. Podriamos especular que estos cambios en el balance de
excitacidon /inhibicién en la aferencia en las neuronas Kir, podrian responder a estabilizar la
capacidad de disparo de potenciales de accidén de las DGCs, lo cual a su vez controlaria la tasa de
desarrollo.

Todos estos efectos en el desarrollo y conectividad sindptica neuronal nos llevaron a
preguntarnos los efectos que producen en la sobrevida neuronal. Desarrollamos experimentos para
probar la hipotesis de que la excitabilidad neuronal y por consecuencia la actividad eléctrica
intrinseca afecta la sobrevida de las neuronas nacidas en el adulto. Se comparé la sobrevida de
neuronas que tenian disminuida su excitabilidad intrinseca debido a la expresion de Kir2.1 o
neuronas controles que expresan Kir2.1yc que tienen la excitabilidad aumentada ya que poseen
menor conductancia de K' (gi), el potencial de membrana (Vm) de las neuronas que sobreexpresan
Kir2.1yc esta mas despolarizado y la R,, es alto (Figura 20). Encontramos que las neuronas que tienen
la excitabilidad disminuida, sobreviven casi un 40 % menos que las neuronas controles a los 35 dpi
(figura 28). En cambio las neuronas que sobreexpresaban Kiryc no solo sobreviven un 20 % mas de
sobrevida que sus pares controles a los 35 dpi, sino que ademas no tienen retraso en la maduracion.
Estos resultados indicarian que la excitabilidad intrinseca y la capacidad de disparar potenciales de
accion con un menor estimulo o generar despolarizaciones subumbrales serian factores claves para
la sobrevida de las neuronas nuevas nacidas en el hipocampo adulto. Recientemente se demostré
que la actividad eléctrica esta involucrada en la sobrevida de neuronas nacidas en el hipocampo y en
el bulbo olfatorio. En el hipocampo, la activacién del receptor de NMDA promueve la integracion y

sobrevida de las DGC nacidas en el adulto (Bruel-Jungerman et al., 2006; Tashiro et al., 2006). En el



bulbo olfatorio, la sefializacion via NMDA es critica para la sobrevida de los neuroblastos a través
del “rostral migratory stream” (Platel et al., 2010).

En un trabajo de Lin y colaboradores en 2010, reportaron que al disminuir la actividad
eléctrica de progenitores neurales, por medio de la inyeccién de un retrovirus codificante para
Kir2.1 en la zona subventricular, observaron que las interneuronas del bulbo olfatorio que tenian
disminuida la excitabilidad sobrevivian menos que las controles. En cambio, cuando transdujeron los
progenitores con un canal de sodio voltaje dependiente NaChBac (genera hiperexcitabilidad en las
neuronas), las interneuronas generadas sobrevivian mds que sus pares controles atin cuando se les
deleté el receptor de NMDA. Mas aln, se demostré que modificando los niveles de actividad
intrinseca no afecté el desarrollo ni el nivel de integracién y conectividad de las neuronas nacidas
en el bulbo olfatorio adulto (Kelsch et al., 2009). En contraste, nosotros hemos encontrado que la
actividad eléctrica influencia de gran manera el grado de maduracién neuronal y la integracion
funcional de las neuronas nacidas en el hipocampo adulto.

Estos resultados demuestran el importante rol que cumple la actividad neuronal intrinseca
en regular la integracién de neuronas generadas en el adulto de modo de célula auténoma y que la

actividad neuronal es la que gobierna la sobrevida de las neuronas nuevas.

Todos estos resultados demuestran que las DGC con niveles reducidos de actividad
intrinseca maduran mas lento que aquellas que son mas activas eléctricamente. Esta observacion es
consistente con la baja tasa de maduracién observada en la regién temporal del giro dentado de los
ratones sedentarios. Sin embargo el mecanismo especifico por el cual se observa al retraso neuronal
es poco claro, podrian ser muchos factores actuando en conjunto.

Concluimos que el nivel de actividad de la red en conjunto determina el nivel de actividad de
cada neurona en desarrollo y consecuentemente controla el tiempo en el cual cada neurona se
mantiene inmadura. Proponemos entonces que la modulacién dependiente de actividad de la

maduracién neuronal es una nueva manera de plasticidad hipocampal.
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Anexo |

Construccidn de Kir2.1yc¢




Para completar el estudio del efecto de Kir2.1 se construyé un canal mutado Kir2.1yc, lo
llamamos NC por las siglas en inglés de “non conducting”. Anteriormente fue caracterizado y
utilizado por otros grupos (Burrone J et al. 2002). Se hizo mediante mutagénesis sitio dirigida (PCR
overlapped), se utilizé como molde de PCR el genoma del vector retroviral CAG-Kir2.1 IRES RFP, se
mutaron tres aminoacidos del poro del canal, se sustituyeron la glicinayss, tirosinaiss, glicinasss (GYG)
por tres alaninas (AAA). Estos aminoacidos son esenciales para la selectividad del poro, por lo tanto
esta mutacion generd un canal que no conduce potasio. Para realizar la mutagénesis sitio dirigida se
disefiaron primers especificos para cambiar la secuencia GYG por AAA. La secuencia aminoacidica de
Kir2.1 de ratén es la siguiente y en gris se muestran los aminoacidos del poro que fueron

reemplazados por alaninas:

Secuencia aminoacidica de Kir2.1 de ratén:

MGSVRTNRYSIVSSEEDGMKLATMAVANGFGNGKSKVHTRQQCRSREFVKKDGHCNVQFINVGEKGQRY
LADIFTTCVDIRWRWMLVIFCLAFVLSWLFFGCVFWLIALLHGDLDTSKVSKACVSEVNSFTAAFLFES
IETQTTIGYGFRCVIDECPIAVFMVVFQSIVGCIIDAFIIGAVMAKMAKPKKRNETLVEFSHNAVIAMR
DGKLCLMWRVGNLRKSHLVEAHVRAQLLKSRITSEGEYIPLDQIDINVGFDSGIDRIFLVSPITIVHE
IDEDSPLYDLSKQDIDNADFEIVVILEGMVEATAMTTQCRSSYLANEILWGHRYEPVLFEEKHYYKVD
YSRFHKTYEVPNTPLCSARDLAEKKYILSNANSFCYENEVALTSKEEEEDSENGVPESTSTDSPPGID

LHNQASVPLEPRPLRRESET
Secuencia nucleotidica de Kir2.1 en el genoma retroviral:

En color rojo se muestra la secuencia nucleotidica completa del cDNA de kir2.1 de ratén
(1287 nucledtidos) con su respectivo coddn de iniciacion y terminacion marcados en negrita.
Sombreado en gris al comienzo y al final de la secuencia, se muestra la regién de apareamiento con
los primers disefiados para el subclonado. En la regidn del medio sombreado de color amarillo se

marca la secuencia de aminodcidos del poro del canal que seran mutados:

GCAatgggcagtgtgagaaccaaccgctacagcatcgtctecttecggaggaagatggcatgaagetgge
cactatggcagttgccaatggctttgggaatggcaagagtaaagtccatacccgacaacagtgcagga

gccgctttgtgaagaaagatggtcattgcaatgttcagtttatcaacgtgggtgagaagggacagagg



tacctggcagacatctttactacctgtgtcgacatcecgetggaggtggatgetggttatecttcectgtet
tgccttegtgetcetectggetgttetttggetgtgtgttttggttgatagecctgeteccatggggatce
tagatacttctaaagtgagcaaagcatgcgtgtcggaggtcaacagcttcacggctgecttectettce
tccatcgagacccagacaaccattggctatggtttcaggtgtgtgacagacgagtgcccaattgetgt
cttcatggtggtattccagtcaattgtaggctgcatcattgacgecttcatcattggtgcagtcatgg
cgaagatggcaaagccaaagaagagaaatgagactcttgtcttcagtcacaatgctgtgattgccatg
agggatggcaaactctgcttgatgtggagagtgggtaaccttcgaaagagccaccttgtggaagctca
tgtccgggcacagcttctcaaatctaggatcacttcagaaggggagtatatccectttggaccagatag
acatcaatgttggttttgatagtggaattgaccgcatatttctagtgtcccccatcactategttceac
gaaatagatgaagacagccctttatatgacttgagtaagcaggacattgacaatgcagactttgaaat
tgttgtcatactggaaggcatggtggaggcgactgccatgacaactcaatgccggagttegtatctgg
ccaatgaaattctctggggtcaccgctatgagccagtgctctttgaagagaaacactactataaagta
gactattcaagattccataagacttatgaagtacctaacaccccectttgtagtgccagagacttage
agagaagaaatacatcctttcaaatgcaaattcattttgctatgaaaatgaagttgccctaacaagca
aagaggaagaggaggatagtgagaacggagtcccagagagcacaagcacagactcacctectggcecata
gatctccacaaccaggcaagcgtacctctagagcccaggeccttaaggegagaatcggagatatgalCT

GGCTGATTCCGTCTTTGGAATACTTACTTTGCTACACAGCCTGACGTTGGTC

La region sombreada de amarillo corresponde a ggctatggt en cursiva y negrita se
resaltan los nucledtidos del cédigo genético que se cambiaron para que los codones codifiquen para

alaninas, la secuencia original se remplazé por: gecgetget.

Primers utilizados:
N[o 1-mutacion primer orientacién 5> 3’(foward): 5'gacaaccattgecgetgetttcaggtgtyg
l%l[o 2-mutacidn primer orientacion 3'>5"(reverse): 5'cacacctgaaagcageggcaatggttgtc
I%lro 3-subclonado primer regiéon 5> (foward):5’ ATGGATCCGCAatgggcagtgtgagaa 3
Nro4-subclonado primer region 3">(reverse):5’ GGGATCCGACCAACGTCAGGCTGTGTAG 3

Se utiliz6 como molde el genoma del retrovirus CAG-Kir2.1-IRES-RFP y se realizaron dos
PCRs, una con el juego de primers nro 3 y nro 2, y en la otra reaccion se utilizaron los primers nro 1y

nro 4. Se obtuvieron dos fragmentos de PCR de 459 y de 928 nucleétidos respectivamente, los

cuales fueron purificados del gel de agarosa con un kit “geneclean” y éstos fueron utilizados como



molde para una PCR overlapped, en la cual se utilizaron los primers nro 3 y nro 4. El fragmento final
overlapped fue ligado al vector TOPO cloning y enviado a secuenciar para confirmar la mutacion
puntual. Una vez obtenida la colonia positiva del vector TOPO (Zero Blunt TOPO, Invitrogen) con el
inserto Kiryc, el plasmido fue amplificado, purificado y digerido con la enzima BamH1. El vector
conteniendo el genoma viral CAG-Kir2.1-IRES-RFP también fue digerido con BamH1 para extraer el
Kir2.1 que contenia, se purificd del gel el vector viral sin inserto y se ligd con Kir2.1y¢ digerido
extraido del plasmido TOPO. Una vez obtenidos los clones positivos, se envid a secuenciar el vector
del genoma retroviral para la confirmacion de la mutacién puntual. El mismo procedimiento se hizo

para clonar el canal Kir2.1yc en el genoma viral para realizar la construccién CAG-Kir2.1yc-IRES-GFP.

El detalle de los protocolos utilizados se describe a continuacion:

Transformacidn de bacterias E.coli DH5a con el vector CAG-Kir-IRES-RFP por shock térmico:

1) 50 pl de cultivo de bacterias competentes quimicas

2) 1 plde plasmido

3) 30 minutos en hielo

4) 1minutoa42°C

5) 2 minutos en hielo

6) Se agrega 1 mlde LBy se agita en agitador horizontal a 37 ° C durante 1 hora

7) Se siembra una placa de LB Agar con antibiético de seleccion en este caso Ampicilina

8) Selo dejatodalanochea37°C

De esta placa se selecciona una colonia aislada y se la deja crecer toda la noche en LB con

ampicilina. Al dia siguiente se cosechan las bacterias y se realiza una miniprep o minipreparacion de
DNA, que es el proceso para purificar el DNA del resto de la bacteria por medio de lisis alcalina
desarrollado por Birnboim y Doly. El método se basa en una desnaturalizacién por alto pH del ADN

plasmidico y cromosdmico, pero al reducir el pH con acetato, el Unico que se puede renaturalizar es

el DNA plasmidico porque queda covalentemente cerrado.

Miniprep:

1) Centrifugacién de las bacterias 2 minutos a 10000 rpm. Se descarta el sobrenadante
2) Seresuspenden las bacterias con vortex en 300 pl de solucién 1



3) Se agregan 300 pl de solucién 2, se mezcla por inversidn 3 veces, se lo deja como maximo 5
minutos a temperatura ambiente
4) Agregado de 300 pl de solucién 3, se mezcla por inversién 10 veces y de deja 10 minutos en

hielo.

5) Centrifugacion a 13000 RPM a 4°C 10 minutos, el sobrenadante se pasa a un tubo limpio y
se le agrega RNAsa A. Se incuba 1 hora a 37° C.

6) Agregado de 700 pl de isopropanol. Centrifugado 30 minutos 13000 rpm 4°C

7) Transvasar el sobrenadante a un tubo limpio y agregar 1 ml de etanol 70% en agua,
centrifugar 10 minutos a 13000 rpm

8) Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet

9) Resuspensidon en 50 ul de agua bidestilada o milig autoclavada.

El DNA obtenido fue cuantificado por un espectrofotdmetro, se midié la absorbancia a 260

nm que es la longitud de onda que absorbe el DNA y a 280 nm es la longitud de onda que absorbe

los anillos aromaticos del triptéfano, se cuantifican las proteinas de la muestra para medir el grado

de pureza de la purificacion. Luego se corrié un gel de agarosa para comprobar que en la muestra no

haya DNA gendmico ni tampoco contaminaciones con RNA. Una vez obtenido el DNA plasmidico

(molde), se realizaron dos PCR para amplificar los dos fragmentos de Kir2.1 en los cuales se inserta

la mutacidn.

PCR:

PCR 1 fragmento de 459 pares de bases

MgSO, (50mM) 2ul
Buffer de PCR 10x Sul
dNTP (100mM) 2ul
ADNc xul
Primer nro 3(100ng/ul) 2ul
Primer nro 2 (100ng/ul) 2ul

Taq polimerasa alta fidelidad ~ 1pl

H,0, hasta completar 50ul

PCR 2 fragmento de 928 pares de bases

MgS0, (50mM) 2pl
Buffer de PCR 10x Sul
dNTP (100mM) 2ul
ADNc xpl
Primer nrol (100ng/ul) 2ul
Primer nro 4 (100ng/ul) 2ul

Taq polimerasa alta fidelidad  1pl

H,0, hasta completar 50 pl

Ciclos:
942C 5 min
35 ciclos: 942C 45 seg
632C 60 seg
682C 60 seg
682C 10 min

Recuperacién de las bandas

Purificacion en gel de agarosa

Las reacciones de PCR se corrieron por electroforesis en un gel de agarosa 1% con Bromuro

de etidio 0,01% en buffer TAE1X a 90 mV. Las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA a

purificar se cortaron del gel visualizdndolas por medio de transiluminacién por UV y se purificaron

con el kit “Wizard DNA Cleanup’ System” (PROMEGA), siguiendo las instrucciones del fabricante

PCR overlapped:
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Los dos fragmentos de PCR producidos anteriormente poseen una regidn de 29 nucledtidos
de solapamiento, que es la region en la cual se insertan las mutaciones. En esta PCR lo que se realiza
primero es un gradiente de temperatura sin primers para que los dos fragmentos de DNA se solapen
y complementen sus hebras de DNA hacia el 3’, el gradiente se realiza desde de 95°, 90°... hasta 40 °
C, 30 segundos a cada temperatura y luego 1 minuto a 68° C, luego de estos ciclos, los moldes estan

completamente sintetizados y se le agrega los primers para que comience la reaccion de PCR.

MgS0,4 (50mM) 2ul Ciclos:

Buffer de PCR 10x Sul 949C 5 min

dNTP (100mM) 2ul 35 ciclos: 949C 45 seg
ADNCc xul 632C 60 seg
Primer nro 3(100ng/ul) 2ul 682C 60 seg
Primer nro 4 (100ng/ul) 2ul 68 °C 10 min

Taq polimerasa alta fidelidad 1l Recuperacién de la banda

H,0, hasta completar 50 pl Purificacion en gel de agarosa

El fragmento obtenido se purificé del gel como mencionamos anteriormente y fue ligado al
vector TOPO segln recomendaciones del fabricante (Zero Blunt TOPO, Invitrogen). Con la reaccién
de la ligacion se transformaron bacterias E coli. competentes quimicas por el método de shock
térmico y se las sembroé en medio LB agar conteniendo kanamicina como antibidtico de seleccion. Se
dejaron una noche a 37 °C y se seleccionaron varias colonias para la extraccion de su DNA
plasmidico y se tested si contenian el inserto analizando el patrén de corte de enzimas. Las colonias
positivas fueron confirmadas por secuenciacion para chequear que estuviese la mutacién deseada.

El vector que contenia el inserto Kir2.1y¢ fue digerido con la enzima BamH1 (New England
Biolabs), la banda correspondiente a Kir2.1yc de 1287 nucleédtidos fue purificada del gel. También
digerimos con BamH1 el vector que contiene CAG-Kir-IRES-RFP vy purificamos la banda
correspondiente al vector de 6000 pares de bases aproximadamente. La reaccidon de digestion fue la
siguiente:

- 10pugDNA
- 2 ulde buffer 10x BamH1

- 2 pldeBSA (10mg/ pl)
- 2 ulde BamHI
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- H,0 hasta completar 20 pl
La mezcla se incubd durante 3 horas a 37° C. Luego se le agregd al vector fosfatasa alcalina
para removerle los grupos fosfato y evitar la religacién del mismo. La enzima que se utilizé fue SAP
de Promega se siguid con las instrucciones del fabricante se la incubd 1 hora a 37° C. Luego las
bandas fueron cortadas del gel y purificadas, una vez purificadas se corrié un gel de agarosa para

cuantificar la masa, para luego proceder a la ligacion de ambas moléculas.

Ligacién:

Una vez cuantificadas por gel de agarosa 1% + Br Et 0.01%, se utilizaron las siguientes
relaciones inserto/plasmido 1:1, 3:1 y 5:1. Las ligaciones se armaron en un volumen final de 10ul
conteniendo: 1ul de Buffer de Ligacidn, 0,5ul de T4 Ligasa (5 U/ul) y H,O hasta completar el
volumen. Las muestras se incubaron toda la noche a 16° C 6 2-3 hs a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo mediante una incubaciéon a 65° C por 10 minutos. Luego, se transforman
bacterias E.coli DH5a. electrocompetentes debido a que el vector ligado al inserto es de un gran
tamanio casi 8 kilo pares de bases, se necesitan bacterias muy eficientes, es decir que puedan captar
mas moléculas de DNA y mds grandes, por ello utilizamos estas bacterias.

Electroporacion:

50-100ul de cultivo saturado de bacterias electrocompetentes
2l de plasmido

10 minutos en hielo

Transferir a cubeta de electroporacion

Electroporar a 2,5 Kv, 25 puF y 200Q 14,6-4,7

Lavar inmediatamente con 1ml de SOB y pasar a un tubo estéril.

Incubar por 1 hora en agitacion a 200 rpm a 37° C
Sembrar en medio LB-Ampicilina sélido y dejar crecer a 37° C toda la noche

PN WN R

Luego de crecidas, se eligieron varias colonias, se les extrajo el DNA plasmidico y se
testearon mediante patrones de restriccion para confirmar si contienen el inserto. Finamente la
colonia positiva fue confirmada por secuenciacién.

Soluciones y buffers:
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Buffer de Siembra 6X (ADN) de los geles de agarosa: 60% Glicerina; 0,25% Azul de
Bromofenol; 0,25% Xilencianol.

TAE 50X: (1L) 242g Tris Base; 57,1ml Acido Acético Glacial; 0,5M EDTA (pH 8,0) 100ml.
Tris-HCI 1M pH 8: (1L) 121g Tris Base; 700ml H,0; llevar a pH 8 con 5N HCI. Completar con
H,O0.

Medio SOB (1 litro): se disuelven 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 0.5 g de
NaCl en 950 ml de agua. Luego se agrega 10 ml de KCI 250 mM, se ajusta el pH a 7 y se lleva
a 1 litro. Se autoclava el medio y luego se le agrega 5 ml de MgCl, 2 M estéril.

Medio LB: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl. Se disuelve en 1 Lt de
agua. Se autoclava el medio.

Medio LB sdlido (1 litro): igual protocolo pero agregando ademas 15 g de Bacto-Agar.

Soluciones para Miniprep:

Solucién 1: 25mM Tris-HCI pH 8; Glucosa 50mM; 10 mM EDTA. Autoclavar.

Solucioén 2: 0,2N NaOH; SDS 1%.

Solucién 3: (100 ml) 60ml de Acetato de Potasio 5M; 11,5ml Acido Acético Glacial; 28,5ml de
H,0.

Protocolo de inmunofluorescencia normal:

Las inmunofluorescencias fueron realizadas con la técnica de “free floating” (rodajas libres en

solucién) utilizando secciones a lo largo de todo el eje septo-temporal del hipocampo o solo de los

polos septales y temporales, dependiendo del experimento a realizar. El protocolo consistio en:

3 lavados de 5 minutos con TBS 1 X (TBS 10x: 132,2g de Trizma HCI; 19,4g de Trizma Base y
90 g de NaCl llevado a 1 Lt de agua pH 7,5) con agitacidn a temperatura ambiente.

1 hora de bloqueo (Solucién de bloqueo: TBS con suero de burro y 0.25% de Triton X-100)
con agitacion a temperatura ambiente.

72 horas de incubacién con el anticuerpo primario con agitacion a 4° C.

2 lavados de 15 minutos con TBS 1 X con agitacion a temperatura ambiente.

15 minutos de blogueo con agitacion a temperatura ambiente.

2 horas de incubacién con el anticuerpo secundario con agitacidon a temperatura ambiente.
3 lavados de 5 minutos con TBS 1 X con agitacién a temperatura ambiente.

10 minutos de incubacién con solucién de DAPI (4°,6-daimidino-phenylindole, Sigma D9542),
3 pl del stock en 30 ml de TBS1X (Stock a -20° C 1mg/ml, 3mM)) para contraste fluorescente.
4 lavados 5 minutos con TBS1X con agitacién temperatura ambiente.

10) Montaje con PVA-DABCO (2.5% de polivinilalcohol y 2.5 % de DABCO en glicerol y 0.2 M de

Tris HCI pH8,5)

11) Los portaobjetos se mantienen en oscuridad y a 4° C para aumentar la estabilidad de los

fluordforos.

Este protocolo fue modificado para la inmunofluorescencia en la cual se utilizaba el

anticuerpo primario anti Calbindin, en ese caso para descubrir el epitope se agregd un paso entre el
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1y el 2 se hizo una incubacidn en Metanol absoluto durante 20 minutos a temperatura ambiente y

luego se lavo con TBS 1X, 5 veces durante 5 minutos.

Protocolo de inmunohistoguimica anti BrdU:

10
11

3 lavados de 5 minutos con TBS 1 X (TBS 10x: 132,2g de Trizma HCI, 19,4g de Trizma Base y
90 g de NaCl llevado a 1 Lt de agua pH 7,5) con agitacidn a temperatura ambiente.
Inhibicién de peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno (H,0,) 0.6% en TBS durante
30 minutos con agitacion.
3 lavados de 5 minutos en TBS 1X con agitacion
1 hora de bloqueo (Solucién de bloqueo: TBS con suero de burro y 0.25% de Triton X-100)
con agitacién a temperatura ambiente.
48 6 72 horas de incubacién con el anticuerpo primario con agitacidon a 4° C, en este caso
anti BrdU rata.
2 lavados de 15 minutos con TBS 1 X con agitacidn a temperatura ambiente.
15 minutos de bloqueo con agitacién a temperatura ambiente
Incubacién con anticuerpo secundario diluido solucién de bloqueo, se deja 2 horas a
temperatura ambiente, se utiliza anticuerpo secundario anti rata conjugado con Biotina
dilucién 1:250.
Mientras tanto se prepara la solucidon del kit ABC/Elite y se mantiene a 4° C se debe incubar
al menos 30 minutos en hielo. Se agrega 9 ul de A en TBS, se vortexea y se agregan 9 pl de B,
vortexear.

) Se hacen 3 lavados de 5 minutos en TBS 1X con agitacién a temperatura ambiente.

) Se incuba con el kit standard ABC/Elite durante 2 horas a temperatura ambiente con
agitacion.

12) Se va preparando una solucién de NiCl, para dar mds contraste a la tincidn, esta solucién se

13

14

15

16
17

mantiene a 4° C. (Solucién Niquel, 50 pl de NiCl, (8%) cada 10 ml de TBS 1X)

) Se lavan las secciones 3 veces durante 5 miutos con TBS 1X, agitacion temperatura
ambiente.

) Se prepara la solucién de DAB (125 pl de DAB, 3 ul de H,0, al 30% y 10 ml de solucién de
Niquel preparada en el paso 12)

) Se realiza la reaccién de DAB, el tiempo de reaccion se debe estandarizar en paralelo,
generalmente entre 10 y 13 minutos. La reaccidn se detiene pasando las rodajas a un well
con TBS1X.

) Se hacen 4 lavados de 5 minutos en TBS 1X agitacion temperatura ambiente.

) Se monta con PVA DABCO.

Abreviaturas

ES: error estandar

dpi: dias post inyeccion

GCL: capa granular

DG: giro dentado

DGC: neuronas granulares del giro dentado
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

104



NGC: neuronas granulares

Kir2.1: canal de rectificacion entrante de potasio 2.1

Kirnc: canal de rectificacion entrante de potasio 2.1 con el poro del canal mutado, no conduce K*
hM3D: RASSL modificado asociado a proteina G inhibitoria
hM4D: RASSL modificado asociado a proteina G activadora
LEC: corteza lateral entorrinal

MEC: corteza medial entorrinal

SVZ: zona subventricular

SGZ: zona subgranular

BrdU: Bromo deoxiuridina

IRES: Sitio de entrada del ribosoma

MMLV: moloney murine leukemia virus

CNO: clonazepine-N-oxide

RASSL receptores activables solo por ligando sintético:

2A: secuencia de péptido autoclivable derivado de picornavirus
Arc: Activity related cytoskeleton protein

IEG: immediately early gen, gen de respuesta inmediata

BDNF: brain derived neurotrofic factor

Rm: Resistencia de la membrana

MCL: capa molecular (molecular cell layer)
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